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1.0ZET

Oksidatif stres noralkolik steadohepatit (NASH) patogenezinde rol alan en
onemli faktorlerden hiridir. Birgcok farmakolojik ¢zelliklere sahip hir fitoGstrojen
olan genisteinin (4,5, 7trihydoxyisoflavone) antioksidan ve anti-inflammatuvar
etkileri oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada, deneysel olarak olusturulan NASH
modelinde genisteinin koruyucu roliinii aragtirdik.

48 adet erkek Sprague-Dawley rat randamize olarak ddrt esit gruba ayrildi.
Birinci grup sadece standart rat yemi aldi (kontrol grubu: grup K). Grup 2 (plasebo
(serum fizyolojik) grubu), grup 3 ve 4’ e ise yagdan zengin diyet (YZD) ad libitum
olarak verildi. Grup 3’e YZD’ ¢ baslamadan bir giin 6nce ve tiim deney slresince 0.2
mg/kg/glin dozunda genistein subkutan olarak uygulandi (genistein koruyucu (GK)
grup). Grup 4e dordinct haftadan sonra iki hafta 0.2 mg/kg/giin d@zunda genistein
subkutan olarak uygulandi (genistein tedavi (GT) grubu). 6 hafta bittikten sonra tUm
ratlar Oldiirtildii. Kan ornekleri ve karaciger dokulari alindi. Aminotransferazlar,
plazma ve karaciger malondialdehid (MDA) diizeyleri 6lgiildii. Histopatolojik olarak,
karacigerde steatoz, balonlasma dejenerasyonu, inflammasyon, Mallory cisimcigi ve
fibrozis degerlendirildi.

AST ve ALT degerleri (p <0.001), plazma ve karaciger MDA ve plazma
TNF-alfa diizeyleri (p sirast ile <0.001, <0.001, <0.01) plasebo grubunda kontrol
gruburdan yuksekti. TGF-beta diizeylerinde anlamli fark yoktu. Histopatolojik
olarak steatoz, mm’ deki ortalama inflamatuvar hiicre sayisi ve balonlasma
dejenerasyonu plasebo grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksekti (p
hepsinde <0.001). Fibrozis ve Mallory cismi saptanmadi. Hem GK hem de GT
gruburda AST ve ALT dizeyleri (p hepsinde <0.05), plazma ve karaciger MDA

dizeyleri ve TNF-alfa diizeyleri plasebo grubuna gore anlamli olarak diisiiktii (p



hepsinde <0.05). Histopatolojik incelemede GK ve GT gruplarinda steatoz (sirasi ile
p<0.05 \e <0.01), mn? deki ortalama inflamatuvar hiicre sayisi (her iki grupta
p<0.01) ve balonlasma dejenerasyonu (her iki grupta <0.01) plasebo grubuna gore
anlamli olarak diistiktii.

Sonug: Giiglii bir antioksidan olan genistein deneysel olarak NASH gelisimini
belirgin olarak dnlemekte, histopatolojik ve biyokimyasal dizelme il e steatohepatiti
azaltmaktadir.

Anahtar kelimeler: Nonalkolik steatohepatit, yagdan zengin diyet, oksidatif stres,

genistein.



2.ABSTRACT
PREVENTIVE ROLE OF GENISTEIN IN EXPERIMENTAL NON-
ALCOHOLIC STEATOHEPATITISMODEL

Oxidative stressis one of the important factors that are playing role in the
pathogenesis of norelcohdic steaohepatitis (NASH). Genistein (4,5, T*-
trihydoxyisoflavone), a phytoestrogen with several pharmacological feaures, has
also antioxidant and anti-inflammeatuar properties. In the present study, we evaluated
preventive role of genistein in NASH model induced experimentally.

48 Sprague-Dawley rats were divided into four equal groups randamly. First
group received ony standart rat chow diet (control group grup C). Group 2 (group
placéo), 3 and 4 were given high fat diet (HFD) ad libitum. 0.5 ml serum
physiologic injeded daily to placebo group subcutaneously. 0.2 mg/kg/day genistein
injeded subcutaneously to group 3 (genistein prevention (GP) group) starting ore
day before HFD administration and during the whole experiment. After the fourth
week, genistein at 0.2 mg/kg/day injected subcutaneously to the fourth group
(genistein treatment (GT) group). All rats killed after six weeks. Blood samples
colleded and tissue samples prepared. Aminatransferases, plasma and liver
malondadehyde (MDA) levels were measured. Stedaosis, balloonng degeneration,
inflammation, Mall ory body and fibrosisin the liver examined histopathologically.

AST and ALT levels (p for each <0.001), plasma and liver tissue MDA and
plasma TNF-alpha levels (p <0.001 <0.001, <0.01, respectively) were higher in
placdo goup than in the ntrol group. TGF-beta levels were comparable in the
placdo and control groups. In histopthological examination, steaosis, inflammatuar

cdls per mn? and helloning degeneration were significantly higher in the placeso



group than in the wntrol group (p for each <0.001). There was no fibrosis and
Mallory body. AST and ALT levels (p for each <0.095, plasma and liver tissue
MDA and plasma TNF-alpha levels were significantly lower (p <0.06 for each)
either in GP or in GT groups compared to the placéo goup. Histopathologicdly,
steaosis (p<0.05 and <0.01 respedively), mean number of inflammatuar cdls per
mn? (p<0.01for ead) and tell oning degeneration (p <0.01for each) in GP and GT
groups were significantly lower than in the placebo group.

In conclusion; genistein, a strong antioxidant agent, not only remarkably
prevents the emergence of NASH, but also attenuates the existing steaohepatitis by
improving the biochemical and histopathological abnarmaliti es.

Key words: Nonalcohdic steaohepatiti s, high fat diet, oxidative stress genistein.



3. GIRIS ve AMAC

Nonalkolik yagl karaciger hastalifi (NAYKH) ve bu hastaligin en ciddi
formu olan nonalkolik steatohepatitis (NASH) bir zamanlar sik rastlanan fakat
zararsiz bir hastalik olarak kabul edilmesine ragmen, giinlimiizde kronik karaciger
hastalig1, siroz ve karaciger yetmezligine ilerleme potansiyeli tagidigi artik ¢ok iyi
bilinmektedir (1). Bu nedenle son yillarda yapilan c¢alismalar hastaligin
patofizyolojisini anlamaya ve tedavisine odaklanmastir.

NASH, patogenezi oldukg¢a karisik olan bir hastaliktir. Day ve James (2)
tarafindan ortaya atilan ve yaygin olarak kabul géren modele gore NASH iki
darbeden (two-hit model) olusan bir hastaliktir: Darbe 1: Bir¢ok faktore bagli olarak
trigliseridlerin karacigerde birimi ile yagl karaciger (steatoz) gelisimi ve bununla
birlikte karacigerin ikinci darbelere kars1 hassasiyetinin artisi, Darbe 2: ikinci darbe
ile birlikte hepatosit hasari, inflamasyon ve sonug olarak fibrozis geligimi.

Karacigerde asir1 yag birikimi ve buna neden olan etkenlere kronik olarak
maruziyet oksidatif stres olusumuna neden olur. Oksidatif stres, yagl karaciger
(stetatoz) evresinden NASH’e ilerleyisten sorumlu tutulan en onemli faktorlerden
biri olarak diisiiniilmektedir. Cesitli NAYKH hayvan moddleri (3, 4) ve NASH’ i
hastalarda (5, 6) yapilan galismalarda okside proteinlerin (tirozin nitrasyonu) ve
lipidlerin mevcudiyetinin gosterilmesi, oksidatif stresin NASH gelisiminde roliine
dair ikna edici kanitlar saglamistir.

Reaktif oksijen triinler (ROS) araciligi ile olusan lipid peroksidasyonu,
NASH patogenezinde merkezi bir role sahiptir. Lipid peroksidasyonu; membranlarin
yikimina ve malondialdehid (MDA) ve 4-hidroksinorena (HNE) gibi reaktif

metabolitlerin artisina neden olur ve bdylece hiicresel disfonksiyona yol agar (7, 8).



Lipid peroksidasyonunun derecesi serbest yag asitlerinin mevcudiyeti ile koreledir
(9) ve steatotik karacigerde ciddi zarar verecegini gostermektedir. MDA ve HNE,
NASH’1i hastalarin %90’1nda steatozlu hastalarla karsilastirildiginda oksidatif stresin
arttigin1 gosterir bir sekilde artmis olarak bulunmustur (10).

NASH tedavisi de patogenez c¢aligmalarina paralel olarak arastirma
sathasindadir ve heniiz ideal bir ilag tedavisi bulunmamaktadir. Baslangi¢ tedavis
olarak hastalara kilo verme onerilse de hedefe ulasilmasi zordur. Ilac tedavilerinden
insiilin duyarliligin1 artiran ajanlarin potansiyel yan etkilerinin dogurdugu endiseler,
hipolipidemik ilaglarin belirgin bir faydalarinin saptanamamasi arastirmacilari
alternatif tedavilere yoOneltmistir. Alternatif tedavi i¢inde patogenezden sorumlu
tutulan O6zellikle ikinci darbede rol alan ve fibrogenez gelisiminden de sorumlu
oldugu diisiiniilen oksidatif stres ve endotoksin-aracili sitokin salinimi gibi faktorlere
yonelik tedavilerle hastaligin siddetinin azaltilmasi veya koruyucu tedaviler hedef
alinmistir. NASH patogenezinde oksidatif stresin roliinii gosteren delillerin artisi ile
birlikte bir¢cok antioksidan ajanin tedavideki rolii de arastirilmaktadir. Betain ve N-
asetilsistein gibi glutatyon onctileri ile yapilan bazi ¢aligmalarda olumlu sonuglar
bildirilmistir (11).

Bircok farmakolojik ¢zelliklere sahip hir fitodstrojen dan genisteinin (4°,5,
7-trihydoxyisoflavone) kanser 6nleyici etkilerinin yaninda anti-timor, antioksidan ve
anti-inflammatuvar etkileri oldugu bildirilmektedir (12, 13. Birgok htcresel
sistemde biiyiimeyi Onleyici etkisi oldugu gosterilen genisteinin, hiicre biiylimesini
TGF-beta-1’in uyar1 yollarint modiile ederek inhibe edebilecegi One siiriilmiistiir
(14). Yakin zamanda yapilan iki ayr1 in vitro caligmada genisteinin hepatik

fibrogenezisden sorumlu olan stellat hiicrelerin proliferasyonunu etkiledigi (15, 16



ve TGF-B-1 aracili kollajen sentezini azaltarak anti-fibrotik etki gosterdigi (16)
bildirilmistir.

Bu calismada, hem anti-inflammatuvar ve atioksidan &zellikleri hem de
karaciger stellat hiicreleri tizerinden etki gostererek anti-fibrotik etkileri oldugu ileri
siiriilen genisteinin deneysel olarak olusturulan NASH modelinde koruyucu roliind

arastirmay1 amagladik.



4. GENEL BILGILER

4.1. Yagh Karaciger

[lk kez 1962 yilinda Heribert Taylor tarafindan anlamli miktarda alkol
kullanmayan fakat alkolik steadohepatit ile uyumlu histolojik 6zelliklere sahip hir
vaka bildirilmistir (17). Benzer baska yayinlardan sonra alkole bagli olmayan
karaciger yaglanmasi terimi ilk kez 1980’de Mayo klinikten Ludwig ve arkadaslari
tarafindan tanimlanmistir (18). 1998 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinin ulusal
saglik enstitiisiin yaptig1 konsensus toplantisi ile NASH dahil yagli karaciger (YK)
hastaliklarinin  kronik viral hepatit ve alkolik hepatit ile beraber endiistriyel
iilekelerde en sik rastlanilan karaciger hastaliklar1 oldugu bildirilmistir. Gegmiste
selim seyirli bir hastalik olarak goriilen YK’in, artik giinlimiizde diisiiniildiigii kadar
masum olmadigr bilinmektedir. YK, kronik karaciger hastaliklarina ve hatta
hepatoseliiler karsinomaya ilerleyebilmektedir. Hastaligin masum olarak bilinmesi
yanliginin yaninda yakin zamana kadar YK’in daha ¢ok refah diizeyinin yiiksekligi
ve beraberinde alkol tiiketimi ile iliskili oldugu kabul edilmekteydi.

Kimyasal olarak saglikli bir karaciger kuru agirliginin yaklasik %4—5 kadari
yagdir ve mikroskopta goriilemez. Bu miktar %5—6’y1 gectigi takdirde mikroskopik
olarak karacigerde yag birikimi fark edilebilir. Bununla beraber, terminolojik olarak
karaciger yaglanmasi ve YK ayni degildir. Bu iki terimin ayrimi sdyle yapilmaktadir.
Histolojik olarak karacigerdeki hepatositlerin  %50’den az1 goriilebilir yag
damlaciklar1 igeriyorsa burma karaciger yaglanmasi, eger hepatositlerdeki goriilebilir
yag damlacigi icerigi %50’den fazla ise buna YK denir. Diger bir deyisle karacigerin
1slak agirligina gore yag orani %10-25 oldugunda bu durum YK olarak adlandirilir

(19).



4.1.1.Yagh Karacigerin Olusumu

Yagli karaciger bircok mekanizmayla olusmaktadir. Belli bash olarak dort
mekanizma ile olusabilir.

a) Trigliseridler ve yag asitlerinin besin yolu ile alinmasi: Besinlerdeki yag
portal ven kaninda silomikronlar ile karacigere tasinir. Notral yaglarin bir kismi ise
trigliseridler ve serbest yag asitleri olarak depolandiklar1 yag dokusuna ulagirlar.
Daha sonra esterlenmemis yag asitleri olarak karacigere ulasabilirler.

b) Hepatositlerde serbest yag asidi sentezinde artma veya hiicreye alinan
yag asitlerinin oksidasyonunda azalma. Her ikisi de hicrede trigliserid birikmesine
yol acar.

c) Trigliseridlerin hepatositlerden disar1 tasinmasinda bozulma.
Trigliseridler kolesterol, fosfolipidier ve go-proteinlerle birlikte disar1 tasinir.
Tastyici proteinlerin sentezi bozuldugunda trigliseridler hiicre igerisinde kalir.

d) Karbonhidrat fazlahg: Hiicrede trigliseridlere dontistiiriilebilir ve burada
depoalanabilir (20).

4.1.2.Yagh Karaciger Epidemiyolojisi

Yagli karaciger sik rastlanilan bir durum olmasina karsin genel
populasyondaki prevalansi belli degildir. Histopatoloji ile elde edilen sonuglar
secilmis hasta populasyonu oldugu i¢in genellenememektedir. Karaciger histolojisi
olmadan laboratuvar ve goriintilleme yontemleri ile yapilan ¢alismalarda ise YK'e
neden olan bir¢ok hastalik ayirt edilemez ve hatali sonug elde edilir. Histoloji en
kesin sonucu vermekle beraber higcbir inceleme tek basina YK prevalansini
belirlemede giivenilir degildir. Incelenen populasyonun sosyal yapist da
epidemiyolojik sonuglart onemli oranda etkilemektedir. Yagli karaciger sikligi

Japonya ve Italya’ da yapilan galismalara gére %3 ile 58 arasinda degismektedir ve



ortalama olarak 9%23’tiir (21, 22). Bu genis araligin sebebi diinyadaki farkli
populasyonlardir ve populasyonlarin farkli sosyoekonomik durumlaridir.

Cinsiyet konusunda da sonuglar farklilk arz etmektedir. Onceleri YK’in
kadin ve erkek cinsiyette esit siklikta oldugu bildirilmekteydi. Ultasonografi ile
yapilan yeni c¢alismalarda ise Japonlar farkli sonuglar bildirmektedir. Asir1 kilosu
veya hipertrigliseridemisi olmayan kisilerde YK erkeklerde kadinlara gore anlamli
olarak daha siktir (23).

Ultrasonografi ile yapilan ¢alismalarda ¢ocuklarda da YK’e diisiik siklikta da
olsa (%1.8-3.4) rastlanmaktadir. Fakat en sik goriilme yas1 40-59 yaslar1 arasindadir
(24).

Goriildigi gibi YK prevalansi yas, cinsiyet, beslenme tarzi, viicut kitle
indeksi (VKI), ilag kullanim1 ve toksinlerle temasa gore degiskenlik gdstermektedir.

YK icin en oremli risk faktorleri obezite, akol tiketimi ve instlin direncidir.
Kontrollerde YK prevalanst %16 ile 20 arasinda iken bu oran alkoliklerde %46’ya,
asirt kilolularda %76’ya, obez alkoliklerde ise %95’e yiikselmektedir (25). Bu
sonuglarda gostermektedir ki obezite, alkol kullanimina gére YK gelisimi i¢in daha
giiclii bir iligki gostermektedir.

4.1.3. Yagh Karaciger Etyolojisi

Yag metabolizmasinda karaciger, barsaklar, kan ve periferik yag dokusu gibi
degisik organlar arasindaki iliskiler zinciri, besin alimi, karaciger ve barsak
mukozasinin veya hormon metabolizmasinin sentez yetenegi gibi ¢esitli fonksiyonlar
arasinda karmasik bir iligki vardir. Bunlarda meydana gelebilecek bozukluklar
karaciger yag miktarinda degisikliklere neden olabilir ve YK gelisimine zemin
hazirlayabilir.

Yagl karacigerin bir¢ok nedeni vardir. Bunlar Tablo 1 de gosterilmistir.
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Tablo 1: Yagh karacigere neden olan faktorler

Beslenmeye bagh nedenler:

Metabolizma bozukluklari:

Kronik hastahklar:

Enfeksiyonlar:

Endokrinopatiler:

Mlaclar, toksinler:

Hamil elik:

Asirt beslenme, adipozitas, yetersiz beslenme: (Malniitrisyon,
hizli kilo kayb1 vb), alkol, total parenteral beslenme
Jguno-iled by-pass mide by-passi, gastrik bandaj

Tip 2 dyabetes méllit us, hiperli pidemi, abetali poproteinemi,
Galaktozemi, glikogenez, fruktoz intolerans1 vb.

Reye sendromu

Gut

Inflamatuvar barsak hastaliklart

Wilson hastalig1

Kronik sag kalp yetmezligi

Kistik fibrozis

Kronik hepatit C, fulminan virls hepatiti, HIV enfeksiyonu,
tuberkiloz, kronik osteomiyelit

Karaciger rezeksiyonu veya transplanatasyonu sonrasinda
karaciger yetersizligi

Cushing hastalig1, miksédem, akromegali

Amiodaron,  tamoksifen, glukokortikoidler, sentetik
ostrojenler, metotreksat, tetrasiklin, saisilat, valproik asit,
virostatikler

Arsenik, kursun, tetraklorkarbon, mantar zehirlemesi vb.

Hiperemezis gravidarum, gebeligin akut yagl karacigeri

Muhtemel nedenlerin ¢esitliligi, YK’de tiimiiyle non-spesifik bir tablonun s6z

konusu oldugunu ve YK’in kendi basina belirli bir nedene baglanamayacagini ve

ayrica kendi basina bir hastalik degeri tasimadigini gostermektedir. Altta yatan

hastalik veya nedenin giderilmesiyle karacigerde depolanan yag komplikasyonsuz bir

sekilde kaybolur. Fakat YK tek bagina herhangi bir risk tasimasa da ciddi formu olan

NASH gelisimi i¢in olmazsa olmaz kosuldur. Bu nedenle YK tamamiyla zararsiz

olarak kabul edilmemelidir ve YK’den siiphelenilen olgular detayli olarak

incelenmeli ve gerekli tetkikler yapilip uygun dnlemler alinmalidir.
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4.2.Nonalkolik steatohepatit

Karacigerde anlamli miktarda alkol tiiketimi olmadiginda karacigerde yagh
degisiklikler olmasina NAYKH denmektedir. NAYKH’1nin histolojik spektrumu
oldukca genistir. Genellikle selim seyirli hafif karaciger yaglanmasindan, progresif
fibrozis ve siroza il erleyebilen formu dan steatohepatite (yaglanma ve hepatoseliiler
inflamasyon ve hasarin birlikteligi) kadar degisik formlar1 mevcuttur. NAYKH"1
nedene yonelik olarak primer veya sekonder olabilir (26). Metabadik sendromun
Ozelliklerinin eslik ettigi ve diger nedenlerin bulunmadigi tipe primer NAYKH"1
denmektedir. Sekonder nedenler Tablo 1'de gosterilmistir. Primer ve sekonder
NAYKH’min biribirinden ayirt edilmesi oOnemlidir. Ciinkii patogenezleri ve
prognozlari birbirlerinden farklidir ve sekonder tipte prognoz daha kotiidiir.

NASH, NAYKH’1nin klinik formlarindan biridir ve en ciddi seyirli olanidir.
Psodaalkolik hepatit, diyabetik hepatit, metabalik steaohepatit, steatonekroz, alkol
benzeri hepatit gibi bir¢cok farkli terim NASH ile es anlamli olarak tanimlanmis ve
kullanilmistir. NASH tanimi i¢in uluslararasi bir uzlasi toplantis1 olmasa da yakin
zamanda yapilan ¢alismalarda NASH tanisini1 yaparken su kriterler kullanilmaktadir
(18, 27, 28.

a) Histoloji: Karaciger biyopsisinde orta ile siddetli derecede makrovezikiiler
yagli dejenerasyon ile birlikte lobuler veya portal inflamasyon olmasi. Birlikte
Mallory cismi, fibrozis ve siroz olabili r veya olmayabilir.

NASH’in histolojik tanimlanmasinda da farkliliklar olmasina karsin
steatohepatite ek olarak hepatositlerde balonlagsma/dejenerasyon, fibrozis ve Mall ori
cismi NASH tanisinda genellikle aranmaktadir.

Yakin zamanda Matteoni ve arkadaslart NAYKH’ 11 kategorize eden bir

calisma yapmiglardir (28). Buna géore NAYKH’ 1 dort alt tipe ayrilmistir.
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Tip 1: Sadece yaglanmanin olmasi,

Tip 2: Yaglanmanin yaninda inflamasyonun bulunmasi,

Tip 3: Yaglanma ve balonlagsma dejenerasyonu olmasi,

Tip 4: Yaglanma ve fibrozis ve/veya Mallory cisimciklerinin bulunmasi.
Bunlardan sadece tip 3 ve 4’iin ileri karaciger hastaligina ilerledigi gosterilmistir.

b) Alkol kullanimi: Birinci basamak saglik kurulusu hekimleri, laboratuar
testleri veya aile yakinlarinin dogrulamasi ile ihmal edilebilir derecede etanol
kullanima.

Giliniimiizde ihmal edilebilir alkol dozu heniiz tam anlamiyla
tanimlanmamigstir. Alkol kullaniminin diglanmasi i¢in histolojik inceleme ve cesitli
laboratuar testleri  kullanilmaktadir. Histolojik olarak NASH’te niikleer
vakuolazisyon ve steatozis alkolik steatohepatite gére daha siddetliyken periportal
fibrozis, Mallory cisimcikleri ve safra kanal proliferasyonu akolik steaohepatitte
daha siktir. Alkolik stetaohepatitte histolojik siddetin derecesinin daha fazla oldugu
bildirilmekle beraber bu iki klinik durumu sadece histolojiye dayanarak ayirt etmek
miimkiin degildir (29).

Ayaktan hastalarda rutin hiyokimyasal testler ve klinik ile de NASH ile
alkolik steatohepatit ayirimi yapmak zordur. Asir1 alkol kullanimin1 gostermek icin
bircok belirteg (mitokondriyel aspartat aminotransferaz (AST), ortalama eitrosit
partikil haani, gama glutamil transpeptidaz (GGT) karbonhdrat eksik transferin ve
AST/ALT orami gibi) kullanilmasina ragmen desile transferinin total transferine
oramt asir1 alkol alimi i¢in en iyi gostergedir (30, 31). Henilz ne tek ne de kombine
olarak hicbir laboratuvar gostergesi alkol aldigini inkar eden hastalarda 30 gramin

altinda alkol alimin1 belirlemede yardimei degildir.
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¢) Eslik eden hastaliklar: Diger aktif karaciger hastaliklarinin olmamasi.

NAYKH’1 tanis1 konulmadan 6nce YK’e neden olabilecek sekonder nedenler
dislanmalidir. Bunlarin igerisinde en onemlileri; Wilson hastaligi, kortikosteroid ile
tedavi edilen otoimmiin karaciger hastaligi, galaktozemi, metotreksat toksisitesi ve
hepatit C enfeksiyonudu (29)

4.2.1NASH epidemiyolgjisi

NAYKH’ mnin gercek insidansi ve prevalansi bilinmemekle beraber, yaklagik
olarak NAYKH’1n genel toplumun %20’sinde, NASH’ in ise %3’ tlinde goriildiigi
bildirilmektedir (32, 33). Tim yas gruplarinda goriilen YK’in prevalansi viicut
kilosunun artmasiyla artis gostermektedir. Normal kilolu kisilerde goriilme sikligi
%10-15 iken obezlerde bu aan %70-80’c ¢ikmaktadir (24). Yakin zamanda
yayinlanan bir derlemede de NAYKH’ 1n en sik olarak diyabetiklerde (%50) ve
obezlerde (%75) goriildiigii ve morbid olarak obez olan diyabetiklerin hemen
hepsinde mevcut oldugu bildiriimektedir (26). NASH goriilme siklig1 ise obezlerde
%18.,5, siddetli obez diyabetlilerde ise %50 dir. Bunun yaninda normal kilolu
kisilerde de daha diistik siklikta olmakla beraber (%2.5) NASH’e rastlanmaktadir
(32, 39.

Her ne kadar 1990 yilindan 6nceki yaymlarda NASH’in genellikle kadinlarda
(%53-85) goriildiigii bildirilse de (18), daha yakin zamanlarda yapilan ¢alismalar (27,

35) NASH’ in her iki cinste de esit siklikta goriildiigiinii bildirmislerdir.
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4.2.3.Klinik bélirtiler velaboratuvar bulgular

Klinik belirtiler: Birgok diger kronik karaciger hastaliginda oldugu gibi
NAYKH’1 asemptomatiktir. Karaciger hastaligi ya baska nedenlerden dolay1 yapilan
incelemelerde ya da rutin laboratuar tetkiklerinde rastlantisal olarak ortaya cikar.
Bircok asemptomatik hastada alanin aminotransferaz (ALT) yiiksekligi
antihiperlipidemik ila¢ kullanalarda hepatik panelin monitorizasyonu esnasinda
saptanir. Bazen silipheli safra kesesi tasi arastirilirken ALT yiikseligi saptanir.
NAYKH’1 viral hepatit B ve C gibi kronik hastaligimin bilinen diger nedenler
dislandiktan sonra agiklanamayan persistan ALT yiiksekliginin en sik nedenidir (36).

Semptomlar olustugunda genellikle nonspesifiktir. Halsizlik muhtemelen en
sik bildirilen semptomdur, fakat histolojik lezyonun siddeti ile korele degildir (27).
Diger sik bir sikayet ise karacigerin bulundugu sag iist kadranda kiint bir agn,
rahatsizlik hissi olmasidir. Kiiclik bir hasta grubunda daha ciddi karaciger
hastaliginin bulgular1 olan kasinti, bulantt ve kusma goriilebilir. Hatta ileri
donemlerde sarilik, asit gibi kronik karaciger hastaligina 6zgii belirti ve bulgularda
ortaya ¢ikabilir(37).

Fizik muayene: NASH icin herhangi bir patognamonik bir belirti yoktur.
Obezite fizik muayenede en sik rastlanan bulgudur ve ¢aligsmalarin %30-100 inde
mevcuttur (18, 27, 32). Karaciger hastaligina dair en sik bulgu ise hepatomegalidir ve
calismalarda %50’ye kadar olan bir siklikta bildirilmektedir (18, 27).

Hastalarin az kisminda kronik karaciger hastaligina ait bulgular olabilir,
bunlardan da en sik olanlar1 spider nevi ve palmar eritemdir (38). Ilerlemis hastalikta
sarilik, 6dem ve portal hipertansiyon bulgulari olabilir. Karaciger hastalig: ilerledik¢e

kas erimesi gelisebilir fakat 6dem ve Onceden mevcut olan obezite bunu

maskeleyeblir.
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Labaratuvar bozukluklart

Hastane populasyonlarindaki NASH hastalarinda yapilan calismalarda (18,
27, 39 ¢ogu olguda (%50-90) anormal aminatrasferaz aktiviteleri mevcuttur. Enzim
yiikselmesinin derecesi belirgin degildir ve genellikle normalin {ist siirmin bir ila
dort kat1 arasindadir. ALT degerleri bir ¢cok durumda AST degerlerinden yiiksek olsa
da (18, 39) AST bazen, ozellikle de siroz varliginda, ALT seviyesinden yiiksek
olabilir (27). Ama AST/ALT oran1 hemen hi¢bir zaman 2’den biiyiik degildir. ALT
seviyesinin yiikseldigi hastalarda bu yiikseklik genellikle persistan olmakla beraber
degerlerde dalgalanmalar goriilebilir. Daha az siklikta ise ALT seviyeleri daimi
olarak normal diizeyde kalabilir. ALT degerleri steatozun veya fibrozisin derecesi ile
korele degildir (40). GGT dizeyleri de atabilir. Alkalen fosfataz seviyeleri
genellikle normal diizeylerde seyretmekle beraber normalin iist sinirinin iki katina
kadar artig gosterebilir (18, 27, 35).

Siroz veya karaciger yetmezligi gelisene kadar hepatik fonksiyonel kapasite
normal sinirlarda seyreder. Diyabetiklerde diyabetik nefropati nedeniyle proteiniiri
ve hipoalbiiminemi gelisebilir. Birgok seride hastalarin %10-15'nde antinikee
antikor pozitiftir (18, 41) ve ilerlemis fibrozis ile iligkili oldugu bulunmustur (42).
Hastalarin yaklasik %30-50’sinde diyabet veya glukoz tolerans bozuklugu, %20-
80’ninde ise aglik lipid profilinde hipertrigliseridemi mevcuttur (18, 43, 44)

4.2.4.TANI

Goruntuleme:  Ultrasonografi, bilgisayarli tomografi (BT) ve magnetik
rezonans gib gorintlleme yontemleri karacigerdeki orta ve siddetli yagh
degisiklikleri belirlemede giivenilirdir. Ultrasonda hepatik yag, dalak ve bobrek

korteksinin daha az olan ekojenitesine gore artmis ekojeniteye neden olur.
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Kontrastsiz BT incelemesinde yagh karaciger hipodens ve dalaktan daha koyu darak
belirir.

Basit steatozis ve NASH’1 higbir goriintiileme yontemi ayirt edemez (45).
Ultrasonografinin yagl karacigeri belirlemede duyarlihig ve dzgiilliigii VKI arttikca
azalmaktadir, bu nedenle duyarliligi %49 ile %100 arasinda 6zgilligii ise %75 ile
%95 arasinda degismektedir (45, 46). Gorilintilleme yontemlerinin duyarliligi yagh
infiltrasyonun derecesi ile artmaktadir ve en az %33 steatozis olmasi goriintiileme
yontemleri il e tespit icin ogimaldir (45).

Karaciger biyopsisi: Karaciger biyopsisi ve histolojisi NASH tanisina
gbtiiren en Onemli tan1 yoOntemleridir. Cok sayida kimyasal fibrozis gostergesi
kullanilmasina ragmen fibrozis ve siroz tanisi i¢in simdiye kadar yardimci
olmamustir. Evreleme i¢in sadece karacigerin histolojik incelemesi anlamlidir.

NAYKH i¢in tanida altin standart steatozisin karaciger biyopsisi ile teyidi ve
alkol gibi diger nedenlerin klinik olarak diglanmasi sonrasinda klinikopatolojik
korelasyonun saglanmasidir. Fakat alkolik karaciger hastaligi ve NAYKH’1 benzer
histolojik bulgulara sahip oldugu i¢in karaciger biyopsisi yardimiyla ayirim
yapilamaz. Alkolik ve nonalkolik yagli karaciger hastaliin1 ayirmak i¢in gerekli
olan alkol alimi sinir1 i¢in cut-off degeri belli degildir. Fakat genellikle kadinlarda 20
gram/giin, erkeklerde 30 gram/giin alkol alim1 sinir olarak kullanilmaktadir (33).

Karaciger Histolojisi:  NASH tanisi, klinik acidan kesinlige sahip
olmadigindan histolojik bulgu gereklidir. NAYKH’1 tanist i¢in minimum olarak
agirhigin %5-10u kadar stedozis gereklidir. Steaozis genellikle makrovezikuler
olmakla beraber mikrovezikiiler damlaciklar ile karisik olabilir.

NASH’i basit steatozisden ayirmak i¢in gerekli olan histolojik ozellikler

celiskilidir ve literatiirde farkliliklar mevcuttur.
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Yakin zamanda yapilan bir konferansta (33) NASH; zone 3’de baskin olan
makrovezikiiler yaglanma ile kombine olarak hepatositlerde balonlasma
dejenerasyonu ve mikst tipte inflamatuvar infiltrat olarak tanimlanmistir ve
genelli kle karakteristik perisinizoidal ve periselller fibrozis il e beraberdir.

Histolojik olarak NASH ti¢ formda gorulebili r (47).

a) Inaktif NASH: (ilerlemeyen form). Histolojik olarak hafif inflamasyon,

yaglanma veya inflamasyonsuz yaglanma izlenir.
b) Subfulminan NASH: Cok seyrek gorulUr. Potansiyel olarak fataldir.
Alkolik steatohepatitten ayirimi zordur.

¢) Kronik NASH: Klinisyenlerin NASH olarak adlandirdiklar1 kronik olan
formdur. Yavas ilerler. Hastalik uzun siire duraklayabilir sonra yine yavas
ilerleme gosterebilir. Ataklar seklinde gidis gosterebilir, fokal infiltratlar
olusturabilir ve bag dokusu lifleri birikebilir. Yillar sonra siroza doniisiir.

NASH’ te saptanantipik histolojik bulgular: makrovezikiler, mikrovezikiler
veya mikst tipte yaglanma, hepatositlerde balonlagsma, mikst hiicreli inflamasyon,
lobler hepatit, tek hicre veya fokal nekrozlar, periselller ve perisiniizoida fibrozis
(chicken wire fibrozs), santral ven cevresinde tel orgusu fibrozisi (chicken wire
fibrozis), santral alanlar arasinda periportal alandan digerine uzanan fibroz septalar,
karaciger yapisinin tiimiiyle degismesi (siroz) ve daha seyrek olarak ta siderozis (47).

Sentrilobuler inflamasyon ve fibrozisin bulunmamasi, karacigerde
yaglanmanin olmamasi halinde bagka tan1 diistiniilmelidir.

4.2.5.Grade ve Stageleme

Anlaml1 parankim parametrelerinin yar1 kantitatif olarak degerlendirilmesine
gradeleme (derecelendirme) denir. Evrelendirme (staging) ise karaciger parenkim

hasar1 sonucunda gelisen yapisal degisimlerin degerlendirilmesidir. Histolojik grade
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steaohepatit lezyonurun aktivitesini gosterirken, evre fibrozisin derecesini
yansitmaktadir.

NASH’in klinik gidisi degiskenlik gdstermektedir. Klinik olarak énemli bir
bulgu olmadan agir ilerleyici bir gidis gosterebilir. Bu nedenle hastalik tablosu
morfolojik  kriterlerle tanimlanmalidir.  Farkli  arastirmacilarin = bulgularini
karsilastirilabilir kilmak amaciyla histolojik veriler standardize edilmelidir. Bu
nedenle bir derecelendirme ve evrelendirme sistemi olusturulmalidir.

NASH ig¢in Brunt ve arakadaslar1 (48) bir grade ve evreleme sistemi
onermislerdir. Bu sisteme gore grade i¢in 10 bulgu kullanmislardir: hepatik
makrovezikiiler steatozis, hepatoseliiler balonlasma, intra-asinar inflamasyon, portal
trakt inflamasyonu, Malory hyaleni, asidofil cisimcikler, glikojen nikeusu,
lipograniilomlar ve hepatoseliiler demirin degerlendirilmesi. Bunlarin hepsi ayri ayri
skorlanmaktadir. NASH’te grade 0 (sifir) yoktur. Ciinkii NASH morfoloik
degerlendirme olmadan onu tanimlayacak bir serolojik testi bulunmayan
Klinikopatol ojik bir antitedir.

Fibrozis i¢in ii¢ parametre skorlanmaktadir: perisiniizoidal fibrozis, portal
fibrozis ve kopriillesme fibrozisi. Bunlara dayanaraktan nekroinflamatuvar aktivite
hafif, orta ve siddetli olarak evrelenmektedir. Hastalik evrelenmesi de fibrozisin
derecesine gore 1'den 4’ e kadar siniflandirilmistir.

Brunt ve arkadaslar1 (48) tarafindan 1999°da NASH igin Onerilen bu yari
kantitatif degerlendirme sistemi NAYKH’min igerisine aldigr klinik spektrumun
tamamini degerlendirmede kullanilamamaktadir. Cok yakin zamanda NASH Klinik
Arastirma networku tarafindan yeni bir histolojik degerlendirme yontemi gelistirildi
(49). Bu sistemde klinik ¢alismalarda kullanilmak {izere NAYKH’1 aktivite skoru

(NAS) gelistirilmistir. Bu sistemde 14 histolojik bulgu kullanilmistir.

19



4’4 yan kantitatif olarak steaozis (0-3), lobuar inflamasyon (0-2), hepatoselller
balonlagma (0-2) ve fibrozisi (0-4) degerlendirmektedir. Diger dokuz 6zellik ise var
veya yok darak kaydedilmektedir. Bu skorlama sistemine gére NAS >5 NASH
tanis1 ile korele oldugu bulunurken, <3 skorunda ise tani1 olarak NASH yoktur
seklinde degerlendirilmistir.

4.2.6. Dogal seyir ve prognoz

NASH sik goriilmesine ve potansiyel olarak ciddi olmasina karsin dogal seyri
cok 1yi belirlenmemistir. Yakin zamanda 420 NAYKH’1 tanili hastada yapilan bir
calismada (50) hastalar ortalama 7.6 yil takip edilmisler. Bu siirede 420 hastanin
53’ (%12.6) Olmiis. Yasam beklentisi, normal populasyona goére beklenenden
diisiikmiis. Yiiksek mortalite yas, bozulmus aclik glukozu ve sirozla birlikteymis. 21
(%35) hastada siroz gelisirken iki hastada hepatoseliiler karsinoma saptanmas.

4.2.7.NASH patogenez

NASH patogenezi heniiz agik degildir. Mevcut bilgilere gore instilin direnci,
hipertrigliseridemi ve hizli kilo kaybi1 bir sekilde NASH patogenezine katkida
bulunmaktadir. Diger yandan risk tagiyan herkeste NASH gelismemesi, muhtemelen
cevresel faktorler ve genetik 6zelliklerin etkisi oldugunu diisiindiirtmektedir.

NASH patogenezi oldukca karigiktir. Artmis timor nekrozis alfa (TNF-a)
ekspresyonu,insilin drenci ve karacigere artmis serbest yag asidi (SYA), TNF-a ve
kortizol sunumuna neden olan adipoz dokuda lipoliz arasindaki yakin iliskiler
baslangi¢ olarak steatozis gelisimine neden olur. Artmis yag birikimi nihai olarak
lipotoksisitenin bir yandasi olarak hepatik insilin direncine yol aca ve
NAYKH’inda evrensel olarak bulunan insiilin direncine katkida bulunur. Insiilin
direnci SYA’inin oksidasyonunda artisa neden olur. Artmis yag oksidasyonu TNF-a

ile birlikte oksidatif stres ve mitokondiyel uncoupling protein salinimina neden olur.

20



Hassas kisilerde bu oksidatif stres ve sonucundaki lipid peroksidasyonu, TNF-a
ekspresyonu ve mitokondriyel disfonksiyonun biyiikliigli hepatositlerde oOliime,
inflamasyona ve en son olarak da fibrozise yol acar. NASH’e duyarlili§1 artiran
faktorler oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunu artiran cevresel ve genetik
faktorler tarafindan belirleniyor gibi gortinmektedir (51).

Bugiin i¢in NAYKH gelisiminde temel patofizyolojik faktor olarak insiilin
direnci kabul edilmektedir (33). Esas olarak hepatik steadozun insilin drenci
sendromunun bir parcasi oldugu da ileri siiriilmektedir.

4.2.7.1. Insiilin direnci

Insiilin direncinin patogenezi karisiktir ve insiilin sekresyonu ve etkisini
etkileyen hircok genetik pdimorfizm ve obezite ve hareketsizlige neden olan
cevresel faktorler katkida bulunmaktadir. Insiilinin antilipolitik etkisine kars1 direng
mevcuttur. Yag asitleri viseral yag dokusundan mobilize olur, serum SYA’inin
diizeyleri artar ve hepatositlere sunumu artar. Insiilin direncine bagli olarak
hepatositlerde yag birikimi olur. Normalde karacigerdeki lipidlerin %15’ini olusturan
trigliseridler yaglanma ile %50’ye ¢ikar (52). Ek olarak, kronik hiperinsiilinemi de
novo hepatik lipogenez gelisimine yardimci olur ve bag dokusu biiyiime faktorii gibi
bircok profibrotik sitokini aktive edebilir (53).

Karacigerdeki yaglanma sonrasi dogal seyirdeki farklilik, steatoz
gelisiminden sonraki patofizyolojinin daha kompleks oldugunu ve birgok faktoriin
rol aldigin1 gdstermektedir.

4.2.7.2. Serbest yag asitleri

Serbest yag asitleri NASH patogenezinde anahtar rol oynamaktadir. NASH’in
SYA’inin serum konsantrasyonlarnin ve karacigere SYA’inin aliminin arttigt

durumlarla birlikte oldugu bulunmustur. Bunlar arasinda fazla kilo, hizli kilo verme,
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tip 2 dyabetes mellitus ve alkol vardir. Ayrica SYA’inin serum konsantrasyonlari ile
NASH’te saptanan karaciger fibrozu arasinda bir korelasyon oldugu ileri siirtilmiistiir
(54). SYA’i yagh karaciger gelisiminde sadece ilk darbede degil ayni zamanda
NASH gelisiminde yani ikinci darbede de rol oynayan zararli bir faktordiir. Her ne
kadar ROS iiretimi ve oksidatif stres NASH gelisiminde zemin hazirlasalar da,
inflamasyon NAYKH’indan NASH’e geciste major ek faktordiir. SYA’i burada
anahtar rol oynayabilir. Clinkl, SYA’i inflamasyon kaskadinda yer alan IkB/NFkB’i
direk olarak aktive aler (55, 56

4.2.7.3.0ksidatif Stres

Oksidatis stres; ROS ve bunlarin metabolitlerinin iiretiminin bunlara karsi
olan savunma ve detoksifiye etme mekanizmalarinin kapasitesini asarak dengenin
bozulmasi ile meydana gelir. Serbest radikall er genelli kle serbest metall erle (Fe, Cu)
ilgili enzimatik veya enzimatik olmayan oksido-rediiksiyon esnasinda olusabilir. En
onemli radikall er stiperoksit anyonu, hdrojen peroksit ve &tif hidroksil radikalidir.
Yag metabolizmasinda kisa-, orta-, ve uzun zincirli SYA’ inin artan akimi sonucunda
beta-oksidasyon artmaktadir. Bu da NASH yolunda en 6nemli adim olan serbest
radikal tretimi ile sonuglanmaktadir. Sonugta hidrojen peroksit ve hidroksil
radikall erine maruziyet lipidler, DNA ve proteinler gibi hiicresel makromolekill erde
hasara neden olabilir. Giderek artan bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir ki, farkli oksidatif
stres seviyeleri ile hiicreler lizerinde farkli etkiler meydana gelir: belirgin bir etki
olmayabilir veya hicre biiyiimesi, biiylimenin durmasi, apoptozis ve nekrozun
uyarilmast gibi etkiler olabilir. Mitokondri bu ROS’lar i¢in en 6nemli kaynagi
olusturmaktadir (57). Rekatif oksijen tiirlerinin artig1 ayn1 zamanda antioksidan ajan

olan alfatokaferol (vitamin E) ve glutatyonun (GSH) azalmasi ile es zamanlidir.
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Serbest radikal dretimi icin O6remli bir enzim sistemi endogdazmik
retikulumdaki sitokrom P450 2E1 (CYP2E1) sistemidir. Bu sistem aclik, alkol, tip 2
diyabet, santral obezite ve insllin drenci gibi NASH patogenezinde 6nem tasiyan
faktorlere bagh olarak artar. CYP 2E1 enziminin uyarilmasi yan iriinlerin salinimi
ile ROS olusumuna neden olur. CYP2E], alkolik karaciger hastaliginda 6nemli role
sahip olan ROS olusumu ve patogenezde merkezi role sahiptir. Ilging bir sekilde
NASH indiiksiyonunda da potansiyel bir faktér olarak suglanmaktadir. Deneysel
NASH’te, CYP2E1 ekspresyonunun yayginligt ve lobular dagilimi steatozis ve
inflamasyonun dagilimi ile yakindan iligkili bulunmustur (58). CYP2EI1 ekpresyonu
NASH hastalarinin biyopsilerinde de artmis olarak bulunmustur (59). Fakat CYP2E1
endojen lipidlerin peroksidasyonunda tek katalizor degildir ve CYP4E10 ve
CYP4E14 e bu hestalarda up-regiile olarak bulunmaktadir ve oksidatif stresin
baslamasinda alternatif olarak rol alabilirler (3).

CYP2E1 sistemi NASH indiiksiyonunda 6nemli bir role sahiptir. Fakat bagka
kaynaklardan ¢zellikle de mitokondilerden gelen serbest radikalerin ve TNF-a
sitokininin rolii muhtemelen daha anlamhidir. Eger karacigere mitokondrinin beta-
oksidasyon kapasitesini asacak kadar SYA’i gelirse peroksizomlar ve sitozol diger
potansiyel ROS iireticileri olarak rol alirlar (57).

Hepatik antioksidan savunmalarin azalmas1 da ROS’un etkilerini arttirabilir.
Hem rat hem de sicanlar da MCD diyeti ile yapilan ¢alismalarda hepatik glutatyon
seviyeleri azalmis olarak, hepatik ve sistemik tiyobarbitiirik asit-reaktif maddeler (4-
HNE ve MDA) ise artmis olarak bulunmustur (57).

4.2.7.4 Lipid peroksidasyonu ve NASH

Serbest radikallerin olusumu hiicrenin gereksinimi olan oksijenin %90’ 1nin

harcanmasina, ¢esitli metabolik bozukluklara ve lipid peroksidasyonu olarak bilinen
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doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna yol acar. Oksidatif stres kisminda
belirtildigi gibi, mitokondriyal, mikrozomal, peroksizomal ve sitoplazmik lipid
metabolizmasindan masif serbest radikal ¢ikisi lipid peroksidasyonuna neden olur.

Doymamis lipidlerin serbest radikallerin etkisine maruziyeti bir serbest
radikal aracili mekanizma olan lipid peroksidasyonunda zincirleme bir reaksiyon
baglatir. Coklu doymamis yaglarin diyete eklenmesi bu lipid peroksidayonunu arttirir
(57). Lipid peroksidasyonu, hiicresel membranlarin yapisinda bulunan c¢oklu
doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimina neden olur. Lipid peroksidasyonunun
sitotoksik Ortnleri, nikleotidler ve protein sentezi gibi hiicresel fonksiyonlari
bozabilir (60) ve hepatik stellat hicrelerdeki kollgjen gen ekspresyonunu modue
ederek karaciger fibrogenezinde rol oynayabilir.

Okside proteinler veya lipidlerin varliginin deneysel caligmalarda (5, 6)
goOsterilmesi ile oksidatif stresin NAYKH’1 ve NASH’li hastalarda bulunduguna dair
kanit olmustur. ROS aracihi lipid peroksidasyonunun NASH patogenezinde merkezi
role sahip olmast i¢in bircok neden mevcuttur. Oncelikle, Pessayre ve arkadaslarinin
(61) derlemesinde belirtildigi gibi ROS ve lipid peroksidasyonu potansiyel olarak
NASH’teki tiim tipik histolojik ozellikleri aciklamaktadir. Plazma ve intraseliiler
membranlarin  peroksidasyonu direk olarak hiicre nekrozu/apoptozise ve
megamitokondiye neden olabilir.

Lipid peroksidasyonunun énemli yikim iriinleri MDA ve 4-HNE NASH'te
yiikksek konsantrasyonda izlenmistir (62). 4-HNE ve MDA hepatik proteinleri
kovalen olarak baglayarak potansiyel olarak zararli immiin cevabi baslatan bilesenler
olusturabilirler. Ayrica hepatoseliller stellat hlcrelerinde estraseliler matriks
proteinlerin sentezini, Mallory cisimciklerinin olusmasint uyarabilirler ve HNE

nadtrofil kemotaksisini uyarabilir.
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NAYKH’1 bulunan hastalarda yapilan bir c¢alismada (63) lipid
peroksidasyonunun  major aldehidik metabaliti 4-HNE  bilesenleri
imiinohistokimyasal boyama ile karacigerde yaygin olarak bulunmustur.

4-HNE ve MDA; mitokondri DNA’sina, proteinlerine zarar vererek solunum
zincirlerinde aksamaya neden olur. Boylece yeniden agia c¢ikan serbest radikaller
kupfer hiicrelerinde, hepatositlerde ve yag dokusunda TNF-a ekspresyonunu aktive
ederler. TNF-o mitokindrilerde yapisal ve fonksiyonel olarak hasar verir (64). Bu,
serbest radikalerin, lipid peroksidasyon (riinlerinin ve sitokinlerin elektron trasport
Zincirinin ve boOylece tiim hiicrelerin metabolizmasinin aktivitelerinde azalmaya
neden olmalar1 anlamina gelir.

Hepatositl erdeki oksidatif stres nikieer faktor K beta (NFkB)'yi aktive ederek
steatotik karacigerin belirgin sekilde duyarli oldugu sitokinlerinde dahil oldugu
proinflamatuvar genlerin ekspresyonura neden dur (65).

Insanlardaki NASH’te oksidatif stresin varligina yénelik indirek kanitlar
NASH’in tedavisi i¢in antioksidanin kullanildigi pilot ¢alismalardan elde edilen
olumlu sonuglar olmustur (66, 67, 68). Yakin zamanda bir diyet anketi ile yapilan
calismada (69) NASH’li obez hastalarin NASH’li normal kilolu hastalara gore
antioksidanlardan fakir diyetle beslendikleri bildirilmistir. NASH hastalarinin
karaciger biyopsisinin mikroarray ile incelemesinde birgok antioksidan enzimi
kodlayan mRNA’larin ekspresyonunun normal karacigere gore veya diger karaciger
hastalig1r olanlara gore daha diisiik olarak rapor edilmistir (70). Tim YK’lerde
inflamasyon ve fibrozis gelisemedigi i¢in ikincil fibrojenik darbe olan oksidatif stres
diyet, genetik ve cevresel faktorlerden etkil enebilir.

Lipid peroksidasyonunun derecesi serbest yag asitlerinin mevcudiyeti ile

koreledir (9) ve steatotik karacigerde ciddi zarar verecegini gostermektedir.
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MDA ve HNE, NASH'li hastalarin %90’ninda steatozlu hastalara gore
oksidatif stresin arttigin1 gosterir bir sekilde artmis olarak bulunmustur (10).

4.4.7.5. NASH Patogenezinden sorumlu diger faktorler

4.4.7.5.1. Sitokinler: TNF-a, transforming growth faktor (TGF) beta,
interlékin (IL) 8 ve 10 gibi ¢ok sayida sitokinlerin ekpresyonu oksidatif stresin bir
hiicresel reaksiyonudur. Serbest radikaller ve sitokinler, karacigerin TNF-a‘ya
duyarhiligimmi arttirirlar.  TNF-a ekspresyonu enteral endotoksinler gibi diger
faktorlerle de uyarilir. TNF-a leptin eksikliginde de up-regiile olur ve artmis TNF-a
konsantrasyonlari insiilin direncini agreve eder. Sitokinler fibrogenezisi uyarirlar ve
idame etmesini saglarlar (71).

4.4.7.5.2.Genetik: Tim risk gruplarinda NASH gelismemesi bu antiteden
genetik faktorlerinde kismen de olsa sorumlu oldugunu diisiindiirtmektedir. Fakat
NASH i¢in genetik etki acgik degildir. Genetik faktorler nihai olarak NASH
gelisimine neden olan bazi mekanizmalar1 tetikleyebilir; bir¢ok sitokinin
ekpresyonunu ve ikinci darbenin yaygimligimi etkileyebilirler. Aday bazi genetik
faktorler heniiz arastirma safhasindadir.

4.4.7.6 ki darbe hipotezi:

Giiniimiizde NASH patogenezini agiklamak i¢in en ¢ok kabul géren goriis,
1998 yilinda klinik ve deneysel calismalara dayanilarak onerilen "iki darbe hipotezi"
dir (2). Birinci darbe karacigerin yagli dejenerasyonu veya steatozis hepatis igin
substrat olan hepatositlerde yag birikimidir. Bu yaglh birikim karacigerin ikinci
darbelere olan duyarliligini da arttirmaktadir. Ikinci darbe olusana kadar karaciger
yaglanmas1 steatozisden baska bir sey degildir. Ikinci darbe barsaklara cerrahi
midahale yapilmasi, belirli ilaglarin alinmasi veya tip 2 diayabetes mellitusun

geligmesi olabilir. Bu senaryoda SY A’nin ani artis1 onemli rol oynayabilir.
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Bu nedenle, NASH tipik olarak tip 2 diyabetliler, santral obeziteliler, hizli kilo kayb1
ve alkol kullanimi gibi SYA’lerin mobilizasyonuna ve karacigere alimina yol
acanlarda meydana gelmektedir. ikinci darbe ile hepatositlerde hasar, inflamasyon ve
nihal olarak fibrozis meydana gelir.

Steatozis: Birinci darbe: Giderek artan oranda kanitlar steatozisin masum bir
durumdan ziyade NAYKH’min NASH’e ve fibrozise ilerlemesinde roliiniin
oldugunu gostermektedir (2). Steatozisin siddeti hem eslik eden steatohepatitin
vel/veya fibrozisin riskini hem de siroza il erleme riskini 6nceden haber verebilir (32,
72). Bunun yaninda, yaglanmanin siddeti hepatik stellat hiicrelerin aktivasyonunun
derecesi il e koreledir (73).

SYA’i hepatositlerde mitokondri veya diger hiicre organellerinde okside
olurlar veya trigliserid, fosfolipid ve kolesterol esterlerinin sentezinde kullanilirlar.
Eger SYA’1 sunumu asir1 olursa yag metabolizmasi1 fazlaca aktive olur ve yikim
azalir ve trigliserid depolanmasi meydana gelir.

Asir1 aktive olmus yag metabolizmasi serbest radikallerde artis ile birliktedir.
Bu durumda oksidatif stres meydana gelmektedir. Yaglh dejenerasyona ugramayan
karaciger ikinci darbeye kars1 6nemsiz olarak reaksiyon gosterir. Duyarli karacigerde
ise artmis yag icerigi lipidlerin beta oksidasyon ile yogunlastirilmalari ile koreledir
ve sonugta serbest radikaller artar, ATP azalir. Makrofajlarin fonksiyonunda azalma
ile bireysel hasarlar tetiklenir.

4.4.7.7.NASH patogenezinde son goriigler: Gorildigi gibi NAYKH’1 ve
NASH'in patogenezi olduk¢a karisiktir ve bilgiler arttikga daha da karmasik hale
gelmektedir.

Yakin zamanda tek bir darbenin yani iinsiilin direncinin NAYKH 1min tiim

spektrumunu agiklamaya yeterli olabilecegi ileri stirilmiistiir (74). Son zamanlarda
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hangi faktorlerin rol oynadigi net olarak ifade edilmemisse de "igiincii/dordiinci
darbe" ile de siroz ve hepatoseliiler kanserin gelistigi ileri striilmektedir (75).
Wanlessve Shiota (76) ise daha kapsamli, dort basamakli, bir model énermislerdir:
Birinci basamakta insiilin ile kolaylastirilan steatozis, ikinci basamakta intraseliiler
lipid toksisitesi veya lipid peroksidasyonu ile indiklenen nekroz, Uclincl basamak
hepatositlerden intersiyuma yigin halinde lipidlerin salinmast ve bunlarin hepatik
venlere direk ve inflamatuvar hasar yapmasi ve son olarak dordiincii basamakta
sekonder kollapsla vendz obstruksiyon gelismesi ve nihai olarak fibroz septalasma ve
siroz olusumu.

NASH patogenezi Sekil 1’de kisaca 6zetlenmistir.

‘\06
W i
\

Oksidatif stres

Orn:Beslenme,
Fazla kilo

Hepatik fibrozis
Steatohepati

Sekil 1: NASH patogenezi: ki darbe hipotezi.

28



4.5. DENEYSEL NONALKOLIK STEATOHEPATIT MODELLERI

Hepatositlerde yag birikiminden ve sonugta steatohepatit gelisiminden
sorumlu patogenetik mekanizmalarin daha iyi anlagilmasi risk ilerlemesini azaltici
koruyucu vyollarin ve tedavi segeneklerinin belirlenmesine yardimer olacaktir.
Hepatik steatozis ve steatohepatitin hayvan modelleri NAYKH’min daha iyi
anlasilmasina yardimci olmaktadir. Bu modeller ile devam ettirilen ¢alismalar ile
patogenez aydinlamaya devam edecek ve NAYKH’min tan1 ve tedavisi daha iyi
noktalara gelecektir. Bircok deneysel model mevcuttur. Stedozis ve stedohepatitin
patogenezinden sorumlu mekanizmalar1 agiklamak i¢in en ¢ok kullanilan {i¢ ana
model 06zellikle bilgi verici olmuslardir: genetik olarak obez ob/ob siganlar,
lipoatrofik siganlar ve kolinden eksik metiyoninden kisith diyetle (MCD) normal
ratlarin beslenmesi. Bu ii¢ ana model de NAYKH’1 i¢in ¢oklu darbe hipotezini
desteklemektedir (77). Bu modellerin tiimiinde steatozis spontan olarak gelisirken,
steaohepatit ve sirozailerleme degiskendir.

4.5.1. Genetik olarak obez, diyabetik ob/ob sicanlar: NAYKH’1 i¢in dogal
olarak olusan bir modeli temsil etmektedir. Bunlarda ob genindeki mutasyon
dolayisiyla beyaz yag dokusunda sentezlenen doygunluk hormonu leptin eksiktir.
Leptin cksikliginde asirt yeme nedeniyle ob/ob si¢anlarda obezite gelisir. Bu
sicanlarda ayrica insiilin direnci, hiperinsiilinemi, hiperglisemi ve hiperlipidemi
vardir. En 6nemlisi bunlarda spontan olarak yagli karaciger gelisir. Hiperleptinemik
olup da, leptinin etkilerine karsi direng bulunan db/db sicanlar ve fa/fa ratlarda
fenotip olarak ob/ob sicanlara benzerler (78). Bu modellerde leptin eksikligi veya
etkisine kars1 diren¢ sonucunda obezite, insiilin direnci, dislipidemi ve NAYKH’1
meydana gelmektedir. Fakat bu modelde eksiklik olarak, asikdr veya biyokimyasal

olarak hepatik inflamasyon bulgulari (yani steatohepatit) meydana gelmez.
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Bu modeller hepatik steatozun diger hepatotoksik maddelere duyarliligr arttirip
arttirmadigini ve ayrica bu maddeler ile karsilasilinca steatohepatit gelisip
gelismeyecegi hipotezlerini arastirmada kullanilmaktadir.

4.5.2. Diyabetle beraber olan lipoatrofik sicanlar: Degisik sekillerde
olusmaktadir. Adipoz doku leptinin temel kaynagi oldugu i¢in, adipoz dokunun
harap edildigi veya genetik olarak eksik oldugu tiim lipoatrofik siganlar leptinden
fakirdir. Bu nedenle ob/ob sicanlarda oldugu gibi bu modelde de insiilin direnci,
artmis TNF-a ekspresyonu ve yagli karaciger gelismektedir (79). Lipoatrofik
siganlarla yapilan ¢alismalarda obezitenin kendiliginden (veya tek basina) NAYKH 1
veya insiilin direncine yol agmadig1 gosterilmistir (77).

Bu iki modelin handikap1 sadece hepatik steatozis gelismesidir ve NASH ile
ilgili ¢alismalar yapilmasi i¢in ek hepatotoksik maddeler ile NASH indiiklenmesi
gerekmektedir.

4.5.3. Kolinden fakir metiyoninden kisith diyetle beslenen normal
rat/si¢anlar: Normal rat ve sicanlarin MCD ile beslenmesi hepatik antioksidanlari
siddetli oranda azaltir ve GSH ve S-adenozilmetiyonin (S-AMe) diizeyleri azalir
(80). Kolin ve metiyoninden fakir diyet oksidatif savunma mekanizmalarini azaltarak
okidatif stresi artirir (81). Bu model hepatik steatozis ve steatohepatitte oksidatif
stresin patogenetik Onemini gdstermenin yaninda oksidatif stresin obeziteden
bagimsizligini da gostermektedir.

Kolin ve metiyoninden fakir diyetin eksik yonuise insllin ve leptin drenci,
obezite gibi insan NASH’inin temel patogenetik faktorlerinin gelismemesi ve
insanlarda meydana gelen NASH’in bir 6zelligi olmayan niitrisyonel yonden

eksili klere neden olmasidir.
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Bu ii¢ ana modelin yaninda daha az kullanilan baska modellerde vardir.
Ratlarda CYP2E1 indiiksiyonu ile de yaglh karaciger olusturulabilmektedir (82).
Fakat bu modelin handikap1 ratlarin ¢ok uzun siire, yaklasik bir yil, tedavi
edilmelerinin gerekmesidir (83). Diger bir modelde ise genetik olarak sitokrom P450
enzim sisteminde defekt olan rodentler kullanilmaktadir (84).

Yagli karaciger ve NASH i¢in bircok model kullanilmasina ragmen bunlarda
patogenetik faktorlerden bir kismi eksiktir. Eksik yonler nedeniyle uygun modelin
olmayis1 NASH’in patogenetik faktorlerini ve bunlara yonelik tedavileri arastirmaya
yonelik caligmalarin yapilmasini engellemektedir.

Yakin zamanda Lieber ve arkadaslar1 (85) tarafindan erkek Sprague-dawley
cins ratlarda yagdan zengin diyetle (YZD) yapilan ¢alismada elde edilen sonuglar bu
eksikligin giderilmesi yoniinden umut verici olmustur. Bu modelde tiim esansiyel
besinler yeterli miktarda mevcuttur. Standart rat diyetinin iceriginde enerjinin %18’
proteinden, %47 s karbonhidratlardan, %35’i yaglardan elde edilirken, YZD
diyetinde protein orami sabit iken karbonhidarattan saglanan enerji miktar1 %11°e
diiserken yagdan elde edilen enerji miktar1 ise %71 oranina ¢ikmaktadir. Bu diyetin
igerigi Tablo 2 de gosterilmistir. Bu diyetle ti¢ hafta gibi kisa bir siirede NASH’in
tipik hepatik lezyonlar1 olan steatozis, inflamasyon ve erken fibrozis meydana
gelmistir. Patogenezde suglanan insiilin direnci, hiperinsiilinemi, hepatik TNF-a ve
CYP2EI ekpresyonunda artis ve oksidatif stres belirteclerinde artis da saptanmustir.
Elde edilen bulgular acik¢a gostermistir ki insan NASH’inde mevcut olan anahtar

ozellikler bu modelle ortaya konulmustur.
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Tablo 2: Yagdan zengin diyetin ig:erigi*

Icerik Yagdan  zengin  diyet
(gr/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 bitartrat 0.53
Fiber 10.0
Xantan gum 3.0

": (85) no’lu kaynaktan almmustir. Diyete ayrica 50 gram vitamin-mix eklenmistir.

4.6. TEDAVI

En az viral hepatitler kadar sik olarak rastlanilan NASH’in siroza ilerleme
riski de bu hastaliklar ile benzerdir. Fakat NASH i¢in etkili bir tedavi heniiz yoktur.

NASH’in prognozu acik degildir. Bu nedenle terapétik yaklasimlarin hedefi
hastaligin ilerlemesinin durdurulmasi ve eger miimkiinse siroz gelisiminin 6nlenmesi
olmalidir. NASH patogenezi de heniliz tam olarak aydinlatilamadigi i¢in tedavi
ampiriktir ve NASH’e eslik eden durumlara yoneliktir.

Mevcut NASH tedavi yaklagimlari konservatiftir ve tablo 3t e gosterilmistir.

Onemli bir saglik sorunu olan NASH hakkinda toplum ve hastalar
bilgilendirilmeli, beslenme tarzi1 ve yasam stilinde diizenlemeye dair egitim verilmesi
ilk yapilmas1 gereken basamaktir. Alkol ve diger hepatotoksinlerden kaginmalidirlar.
llaclarla yapilan NASH tedavisine baslanmadan once bedensel aktivite ve diyet

denenmelidir. Bunun yaninda ilag¢ ve diyet/egzersiz tedavileri kombine de edilebilir.
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Tablo 3: NASH hastalar1 veya deneysel calismalarda yararh etkileri gosterilen

terapotik yaklasimlar (86).

Stratgji

Tedavi

Tedrici olarak kilo verme

Insiilin duyarhligimi arttirma

Lipid azaltici ilaclar

Antioksidanlar

Sitokin modulasyonu

Apoptoz

Karaciger demiri

Kalori kisitlamast

Egzersiz

Kilo verdirici cerrahi islemler
Metformin

PPAR ligandlar1 (Roziglitazon,
Pioglitazon)

Fibratlar (Klofibrat)

Balik yagi

Vitamin E

N-asetil -sistein

Betain

Vitamin E

Ursodeoksikolik asit

Flebotomi

4.6.1.Vicut kilosunda azalma: Hizli, fakat ayn1 zamanda yavas olarak 10

ile 30 klo verme siddetli olarak asir1 kilolu kisilerde karaciger yag igerigini

azaltabilir hatta normale dondiirebilir (87). %30 oraninda asir1 kiloya sahip asiri

kilolu kisilerde viicut agirhiginda yaklasik %10 oraninda azalma laboratuvar

parametrelerinde yararli diizelmelere neden olur. Diger yandan, ¢cok hizli ve agsir1 kilo

verme SYA desarjina yol agarak portal fibrozis ve inflamasyona neden olabilir (88).
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En etkin tedavi uzun zaman periyodunda siirdiiriilen diistik kalorili diyettir. Diyette
ise diigiik kalorinin yaninda ozellikle de ¢oklu doymamis yag asitleri etkilidir.
Diyabetli ve kardiyovaskiiler hastalig1 ve lipid bozuklugu bulunan hastalarda ise 6zel
bakim gerekir ve metabolik bozukluklarin optimal kontrolii 6nemlidir. Istah
kesicilerin yarar1 belirlenmemistir, ayrica bu ilaglarin pulmoner sistem {izerine zararl
etkileri bulunabilir.

Progresif kilo verme ve metabolik kontroliin yaninda tedrici egzersiz de
karaciger bozuklugundaki diizelemeye katkida bulunabilir.

4.6.2.NASH icin ilac tedavisi

Maalesef, obez kisilerde diyet ve egzersiz programlarina uyum oldukga
disiiktiir. Epizodik kilo verme sonrasinda tekrar fazla yeme ve kilo almalar
gorilmektedir. Bu nedenle bazen uyumsuz diyetler, 6zellikle de hizli kilo verme ve
sonrasinda tekrar kilo alma seklinde yoyo etkisi yaptiklar1 zaman isler kotiiye de
gidebilir.

Bu nredenle patofizyolojik zemindeki mevcut fakttrlere yonelik tedaviler
arastirilmaktadir. Fakat NASH’e yonelik verilen tedavilerin biiylik cogunlugu kiigiik
ve kontrollii olmayan caligmalardir. Bundan dolay1 bugiin en yararli ilacin hangisi
olduguna dair karar vermek olduk¢a zordur. Fazla kilolu olmayanlarda, fazla kilolu
olup da kilo veremeyen veya verdigi kiloda kalamayanlarda ila¢ tedavisi
uygulanmalidir.

Insiilin direncinin NASH patogenezindeki temel roliinden dolayr insiilin
direncini azaltan ve hepatik insiilin duyarliligini arttiran ilaglara ilgi fazladir.
Metforminin NASH’te nekroinflammatuvar aktiviteyi azalttigi bildirilmistir (89).
Etkilerini instlin drencini peroksizom proliferatér-aktive reseptor gama (PPAR

gama) nukeer reseptorlerini aktive ederek dlzelterek gosteren roziglitazon we
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piaglitazonda NASH’te yararh etkiler gostermektedirler (90, 91). Fakat bu ilaglarin
uzun donem etkileri bilinmemektedir. Ayrica tiazolidinlerin potansiyel hepatotoksik
yan etkileri olmasi bu ilaglarin uzun dénemde NASH’te giivenle kullanimlar i¢in
ayr1 bir handikaptir.

4.6.2.1.NASH tedavisinde antioksidanlar

Obez ve asirt kilolu NASH hastalar1 i¢in kilo verme olduk¢a zordur ve
genellikle basarisizlikla sonuglanmaktadir. Ayrica hizli kilo verme de hepatik
bozuklugu hizlandirabilir ve daha kétiilestirebilir. Insiilin duyarliligini arttiran
tedaviler, ursodeoksikolik asit gibi denenen diger tedavi yontemleri ile elde edilen
sonuglar da farkliliklar arz etmektedir ve heniiz kabul gérmiis etkili bir tedavi yoktur.

NASH patogenezinin daha iyi anlasilmasi yeni terapdtik acilimlarin
bulunmasi i¢in gereklidir. Oksidatif stres, NASH patogenezinde merkezi role sahiptir
ve en Oremli faktorlerden hirisidir.

NASH’1i hastalarin karacigeri oksidatif stresin tetiklenmes ve siirmes icin
gerekli igerigi sahiptir. Hepatoseliiler steatozisin kendisi de lipid peroksidasyonun
ilerlemesini tetikleyebilir. Pessayre ve grubu, karacigerde okside edilebilir yagin
varliginin tek basina lipid peroksidasyonunu tetikleyebilecegini géstermislerdir (92).

Hucreleri serbest oksijen radikallerinde korumak icin stiperoksit dismutaz,
katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi bircok savunma mekanizmasi mevcuttur.
Bunlarin yaninda karoten, likopen, askorbit asit ve tokoferol gibi bircok besinin
antioksidan etikleri mevcuttur.

Tim yaglh karacigerler fibrotik hale gelmiyor. Fibrojenik ikinci darbe
oksidatif stresin nedeni diyet, cevresel faktorler ve genetik pdimorfizm olabilir.

Fakat koruyucu mekanizmalarin eksikligine de bagh olabilir. Antioksidanlarda rolatif
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bir eksiklik oksidatif stres ve lipid peroksidasyonun devaminda 6nemli etkiye sahip
olabilir.

Bu nedenlerle terapdtik acidan NASH patogenezinde rol oynayan oksidatif
stresi isaret etmek mantiklidir. Giiglii serbest radikal temizleyici 6zellikleri olan
antioksidan maddeler NASH tedavisinde yer aabilirler. Bir hidroksil anyonu
yiizlerce yag asidi yan zincirinin oksidasyonuna yol acarak lipid hidroperoksidlere
doniisimiine neden olabilir. Coklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu
antioksidan tedavi il e durdurulup 6rienebilir.

Dogada serbest radikallerin olusumunu Onleyen cesitli sistemler vardir.
Antioksidanlar olmadan canli kalamazdi. 1969’ da hemen her memeli tarafindan
eksprese edilen siiperoksit dismutaz (SOD) kesfedilmistir. Katalaz ve glutatyon
peroksidaz, hidrojen peroksiti su ve molekiiler oksijene doniistiirerek detoksifiye
etmektedir. Demir ve bakir gibi metallerin de antioksidatif etkileri mevcuttur.
Karoten, likopen, askorbik asit ve tokoferoller gibi bircok antioksidan ise dnemli
besinlerdir (93)

4.6.2.1.1 Guclu antioksidan etkiye sahip olan Fitotstrojenler ve
izoflavonlar

Antioksidanlarin besin kaynakli olanlar1 oksidatif hasara karsi korunmada
olduk¢a onemlidir. Fitodstrojenler, Ostrojen reseptorlerine baglanabilen, bitkilerde
antioksidan gorevleri bulunan, insan ve hayvanlarda 6strojenik ve anti-Ostrojenik
etkilere sahip bitkisel kaynakli difenolik bilesiklerdir (94). Yap1 ve fonksiyon olarak
17B-06stradiyole benzerler. Kimyasal yapilarinda ise tiim steoid hormonlarda oldugu
gibi steran halkasi mevcuttur. Zayif Ostrojenler olarak davranabilir veya Ostrojen
aktivitesini etkileyen maddeler icin prekdrsir saglarlar. Viicutta Gstrojen

reseptorlerine baglanabilir ve Ostrojen respetdrii ve dolasimdaki Ostrojen
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konsantrasyonlarina bagli bagli olarak hedef dokularda hem &strojenik hem de anti-
ostrojenik etkil ere sahiptirler (95).

"Fitodstrojen" yiizlerce farkli bilesigi kapsayan oldukg¢a kapsamli bir terimdir.
Baslica bes sinifi; izoflavonlar, flavanollar, flavonlar, flavanonlar ve lignanlardir.
Bunlardan en 6remlil eri ise soya fasulyesinde bulunan izoflavonlar ve hemen hemen
biitiin bitki 6zIii gidalarda bulunan lignanlardir (96).

[zoflavon grubunda genistein, daidzein, formononetin, biochanin A yer
almaktadir (97). Izoflavonlar viicutta ¢ok cesitli etkilere sahiptir. Over,
endometriyum, akciger, kolon ve mide kanseri gibi ¢esitli kanserlere,
kardiyovaskiiler hastaliklara, osteoporoz ve ¢esitli kronik hastaliklara kars1 koruyucu
etkileri oldugu bildirilmistir (98). Soya izoflavonlarin etki mekanizmalarindan bir
tanesi de antioksidan Ozellikleridir. Soy izoflavonlarin antioksidan etkileri hem in
vitro hem de in vivo olarak gosterilmistir. izoflavonlarm, 6zellikle de genistein ve
daidzeinin serbest radikaller {izerine baskilayici etkil eri mevcuttur (99). Genistein ve
daidzeinin oksidanlara maruz kalan hicrelerde ve DNA’ da bir oksidatif marker olan
8-hidroksi-2’-deoksiguanozin ~ olusumunu  Onledikleri  gdsterilmistir  (100).
Izoflavonlar hiicrelerdeki oksidatif hasardaki azalmayr antioksidan savunma
mekanizmalar1 uyarma gibi indirek yollarla da yapabilir (101).

4.6.2.1.2. Genistein: Genistein (4',5,7-trihidroksii zoflavon), izoflavonad
bilesiklerinin biyosentetik olarak en basitidir. Soya fasulyesinde bulunan genisteinin
bircok hyolojik aktivitesi mevcuttur. Yapi olarak 17 B-Ostradiyola benzer ve hem
Ostrojenik hem de antidstrojenik etkileri mevcuttur. Diger izoflavonlarda oldugu gibi
majOr kaynak soya uranleridir. Gensitein meme ve protat kanseri ve kardiyovaskiler
hastaliklardan koruyucu etkileri oldugu bilinmektedir (14). Genistein DNA

topoizomeraz ve tripsin protein kinazi inhibe etmektedir (102). Bunun yaninda
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antioksidan ve hiicre siklusunuinhibe elici aktivileri de mevcuttur. Kanser 6nleyici
etkilerinin yaninda, genisteinin antitUmaor, antioksidan ve antii nflamatuvar etkil eride
mevcuttur (12, 13. Yakin zamanda yapilan iki in vitro ¢alismada genisteinin rat
hepatik stellat hiicrelerinin proliferasyon ve aktivasyonunu inhibe ettigi ve karaciger

fibrozisini 6nleyici potansiyel etkil eri olabilecegi bildirilmistir (103, 104).
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5.GEREC ve YONTEM

Calisma igin Firat Universitesi etik kurulundan onay alindi ve galisma
uluslararasi stndart deney hayvan ¢alismalar etik kurallarina uygun olarak yapildi.

5.1. Deney hayvanlari: Calisma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel
Arastirmalar Merkezinde (FUTDAM) vyapildi. Calismada, FUTDAM’dan temin
edilen, agirliklar1 233-345 (275.4+£26.6) gram arasinda degisen, 48 adet sekiz haftalik
erkek Sprague-Dawley cinsi rat kullanildi. Ratlar dorderli olarak, paslanmaz gelik
kafeslere konuldu. Ratlar calisma siiresince, 12 saat 1sik/karanlik siklusunun
saglandigi, 1s1 (23-25°C) ve nemin kontrol edildigi ortamda muhafaza edildi. Deneye
ratlar caligmanin ortama bir hafta uyum sagladiktan sonra baglandi.

5.2. Deneyde kullanilan diyetler ve hayvanlarin beslenmesi: Su ve standart
rat yemi ve YZD ratlara ad libitum olarak verildi. Standart rat yemi Ozel Elazig Yem
Fabrikasindan alindi. Bu yemin yag igerigi tiim diyetin %20.5 idi. YZD ise Firat
Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Beslenme Anabilim dalindaki Uzman tarafindan
hazirland:. Igerigi tabloda gosterilmistir. Bu diyetin yag icerigi ise %71 dir. Ratlara
gunlik 10gram/100 gram dozunda yem verildi. Yemler 6zel ¢dik kaplarda, su ise
¢dik paslanmaz bilyeli biberonlarda verildi. YZD her hafta taze olarak hazirlandi ve
kullanildig1 siire igerisinde buzdolabinda (8°C’de) saklandi. Ratlar giinde ii¢ kez
genel olarak kontrol edildiler. Giinlik yem ve su tiiketimleri takip edildi. Ayrica
haftalik olarak kilolari tartilip kaydedildi.

5.3. Gruplarin dagilimi ve deneysel cahismanin dizayni: Ratlar dort esit
gruba ayrild1.

Grup 1 (Kontrol grubu): Tium deney siiresince sadece standart rat yemi

aldilar. Herhangi bir tedavi uygulanmadi.

39



Grup 2 (Plasebo grubu): Calisma siiresince ratlara 6zel olarak hazirlanan
YZD diyet verildi. Deney stresince 0.5 ml serum fizyolojik subkuan yolla enjekte
edildi.

Dordiincii haftanin sonunda YZD ile beslenen ratlardan iki tanesi sakrifiye
edil erek, histopatolojik olarak minimum NASH kriterlerinin gelisip gelismedigi teyit
edildi. %10’dan fazla yaglanma, inflamasyon, balonlasma dejenerasyonu ve
nekroinflamasyonun varliginin goriilmesinden sonra ¢alismaya devam edildi.

Grup 3 (Genistein koruyucu (GK) grup): Deney siresince YZD diyetle
beslenen bu gruptaki ratlara ¢calismanin baslamasindan bir giin 6nceden baglayarak
deney sonura kadar 0.2 mg/kg/giin dzunda genistein subkuan darak enjekte alildi.

Grup 4 (Genistein tedavi edici (GT) grup): YZD verilen bugruptaki ratlara
ise dordiincti haftadan sonra, iki hafta sireyle, 0.2 mg/kg/giin dazunda genistein
subkuan darak enjekte edildi.

5.4. Genistein hazirlanmas1 ve dozu: Genistein (Sigma/Turkiye), 100
mikrolitre DMSO (%1.25 ve PEG-400 (%98.75) karisiminda ¢oziilerek hazirland
ve H8°C’ de muhafaza dildi. Grup 3 e 4'deki ratlara 0.2 mg/kg/gin dazunda
subkutan yolla (105) enjekte alildi.

5.5. Calismanin sonlandirilmasi ve oOrneklerin toplanmasi: Caligsma
toplam alt1 hafta siirdii. Alt1 hafta bittikten sonra ratlar bir gecelik aglig1 takiben
dekapite edildi ve kan 6rnekleri toplandi. Alinan kan 6rnekleri 5000 rpm’de 5 dakika
sure ile santrif(j edildikten sonra dde elilen serum 6rnekleri analiz edili nceye kadar
-20°C’de saklandi. Abdomenleri agilip karacigerleri alindiktan sonra tartildi ve
kaydedildi. Karacigerin farkli bolgelerinden doku ornekleri alindiktan sonra daha
onceden hazirlanmis %10’luk formalin solusyonu ile tespit edildi. Ayni giin Firat

Universitesi Patoloji Anabilim Dalinda parafin bloklar1 hazirlandu.
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5.6.Biyokimyasal analizlerin yapilmasi

Serum AST, ALT, GGT, ALP, tota ve direk bili rubin, glukoz, kolesterol ve
trigliserid diizeyleri Olympus AU 600 otoanalizorle Olympus kitler kullanilarak
calisildi.

TNF-a. (TNF-a ELISA kit (rat), Biosource Int., California, USA) ve TGF-
beta (TGF-beta ELISA kit (Multispecies), Biosource Int., California, USA) kitleri ile
ELISA yontemiyle calisildi.

Plazma MDA diizeyleri Satoh ve arkadaglar1 (106) ve Yagi (107) tarafindan
modifiye edilmis tiyobarbitiirik asit metodu ile 6l¢iildii. Sonuglar nmol/ml olarak
verildi. Karaciger doku MDA diizeyleri ise Ohkawa (108) metodu ile 6lculdg,
sonuglar nmol/gram doku darak verildi.

5.7. Histopatolojik degerlendirme: Parafin ile fikse edilmis bloklardan bes
mikrometre kalinliginda karaciger kesitleri alinarak konvansiyonel histopatolojik
inceleme i¢in hematoksilen eozin (HE) ile boyandi. Fibrozis degerlendirilmesi igin
ise Masson Trichrom boyamasi kullanildi. Boyanan preparatlar Olympus BX-50 151k
mikroskobu ile x40, x100, x200 e x400 hiyitmelerde bu konwla uzman patolog
tarafindan kor olarak incelendi.

HE ile boyanan preperatlarin tim alanlart  x400 biylitme ile 151k
mikroskobunda incelendi. Histopatolojik degerlendirmede steatoz, balonlagma
dejenerasyonu, inflamasyon, Mallory cismi ve fibrozis degerlendiril di.

Steatozis varliginin degerlendirilmesi: steaotik hicrelerin ylizdes belirlendi.

Grade O: yok

Grade 1: parenkimin %25’inden azinda bulunmasi,

Grade 2: %26 ile %50 arasinda bulunmasi,

Grade 3: %51 ile %75 arasinda olmasi,
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Grade 4: %75 den daha fazlasinda bulunmasi seklinde degerlendirildi.

Balonlasma dejenerasyonun varligi: benzer sekilde degerlendirildi.

Grade 0: yok

Grade 1: parenkimin %25’inden azinda bulunmasi,

Grade 2: %26 ile %50 arasinda bulunmasi,

Grade 3: %51 ile %75 arasinda olmasi,

Grade 4: %75’den daha fazlasinda bulunmasi seklinde degerlendirildi.

Inflamasyon: x400 biyitmede 10 rasgele alanda milimetrekarede
inflamatuvar hiicreler sayilarak ortalamasi alindi ve mm?®deki inflamatuvar hiicre
sayis1 belirlendi (109).

Mallory dsimcigi: Var veya yok seklinde degerlendirildi.

Fibrozis: Var veya yok seklinde degerlendirildi.

5.8. Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler baska sekilde belirtilmedik¢e ortalama+standart
sapma olarak gosterildi. Istatistiklerin hazirlanmasinda SPSS 11.0 hlgisayar paket
programi (SPSS Inc. , Sotware Chicago, IL, USA) kullanildi. Bagimsiz gruplarda
gruplar arasi1 fark Kruskal Wallis testi ile gruplar arasindaki farkin anlamlilig ise
Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. P degerinin 0.05° den kiigiik olmasi

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

Deney siiresince takip edilen ratlarda herhangi bir olagan dis1 durum meydana
gelmedi ve d6len rat olmadi.

6.1. Bazal ve deney siiresindeki agirhk bulgulari: Gruplar arasinda
arasinda ratlarin bazal agirliklarinin ortalamasi yoniinden istatistiki olarak anlamli bir
fark yoktu (p>0.05). Calisma siiresince yapilan agirlik takiplerinde, ratlarda deney

siiresince gozlenen agirlik degisiklikleri tablo 4 ve sekil 2°de gosterilmistir.

Tablo 4: Kontrol ve plasebo grubu ve GK ve GT gruplarindaki ratlarin kilo

takibi, karaciger agirhiklar: ve bu agirhklarin viicut agirhigina oranlari.

Agirhk Kontrol Plasebo GK grubu GT grubu
grubu grubu

Bazal 264.3:25.2 285.9:25.7 282.930.4 268.4:20.8

Calisma sonu 308.#37.5 251.835.5 227.335.2 222.328.9

Karaciger agirh@ (gr) 7.1+0.5 7.50.7 7+0.7 6.3+0.9*

Karaciger 0.023 0.3+0.003* 0.02°#0.004 0.028:0.002

agirh@/viicut agirhgi

*: Plasebo grubu ile kontrol grubu veya GT grubu arasinda p<0.01.
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Gruplara gore ratlarin agirliklarinin haftalara gore

degisimi
350
300 e o —e— Kontrol Grubu*
g 250 —=— Plaseb bu**
E", 200 I E asebo grubu
4
= 150 —a— Genistein koruyucu
? 100 grubu**
50 —=— Genistein tedavi
0 grubu**
N
> & & & & & &
/1,
Q)fb \2(0 Q{b Q{b \2(0 Q{b Q{b
Haftalar

Sekil 2: Kontrol grubu ratlarda anlaml kilo artigina karsin plasebo ve GK ve GT

gruplarindaki ratlarda anlamli bir kilo kaybi gozlendi. (*: p<0.001, **: p<0.01).

6.1.1. Karaciger agirhklari: Karaciger agirligi plasebo grubunda kontrol
gruburdan yiksek, GK ve GT grubundan diisiiktii, fakat bu farkliliklarda sadece GT
grubu ile olan istatistiki olarak anlamli idi (p<0.01). Karaciger agirliginin viicut
agirhigina orani ise plasebo grubunda kontrol grubundan anlamli olarak yiiksekti
(p<0.0)). Bu oran plasebo grubunda GK ve GT gruplarina gore de yiiksekti fakat
anlamli degildi (p>0.05).

Ratlarin deney sonu karaciger agirliklar1 ve karaciger agirliklarinin viicut
agirliklarina orani tablo 4 te gosterilmistir.

6.2.Biyokimyasal bulgular:

Plasebo grubunda kontrol grubura gére serum AST, ALT (p<0.00J), total bili rubin
ve triglierid (p<0.05) istatistiki olarak anlamli bir sekilde artmisti. Serum glukoz,

ALP, GGT, total ve direk bilirubin degerlerinde ise anlamli bir degisiklik saptanmadi

(p>0.05.

44



GK ve GT gruburdaise plasebo grubura gére AST (her iki grupta da<0.05),
ALT (p strast ile <0.001 ve 0.05) ve trigliserid (her iki grupta da<0.05) diizeyleri
anlaml olarak diistiktii.

Gruplardaki ortalama biyokimyasal veriler tablo 5°te gosterilmistir. Gruplar

arasinda AST ve ALT diizeylerindeki farkliliklar sekil 3 ve 4’te gosterilmistir.

Tablo 5 Kontrol, plasebo, GK ve GT gruplarinda serum biyokimya verileri.

Parametre Kontrol Plasebo gubu GK grubu  GT grubu
grubu
Glukoz (gr/dl) 154.6:33.1 162.2+35.6 162.#30.2 168.8:39.8
Kolesterol (mg/dl) 83.7#30.2 96.1+33.7 85.5:20.2  96.3t21.9
Trigliserid (mg/dl) 125.1243.5 194.876.7* 101.8:24.6F 131.339.6f
AST (1U/ml) 155.8:30.1 230.6:55.9**  171.819.1f 154.6:39.7f
ALT (1U/ml) 85.6t28.5 161.3:48.3**  86.7410.91 99.4£38.3f
ALP (1U/ml) 810t617.2 1279.5413.9 955:539.2 968.2:360.7
GGT (1U/ml) 2.4£0.5 444 1.5+0.61 2.4£0.9
Total bilirubin 0.42:0.2 0.63t0.2* 0.85:0.54  0.62:0.36
(mg/dl)
Direk bilirubin 0.03:0.008 0.04:0.009 0.0380.01 0036t0.001
(mg/dl)

Kontrol grubuil e plasebo grubu arasinda: *: p<0.05, **: p<0.001

Plasebo ile GK veya GT grubu arasinda: 7: p<0.05, §1: p<0.001
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Sekil 3. Gruplar arasinda AST diizeyleri*.
*: AST degerleri, plasebo grubunda kontrol grubundan anlamli olarak yiiksekken,

GK ve GT grubunda plaseboya gore anlamli azalma mevcuttu.

6.3. Serum TNF-a ve TGF-p duzeyleri: TNF-a plasebo gubunda
(7066.7£1502.2) kontrol grubuna gore (3485.9+1828.9) anlamli derecede yliksektir
(p<0.01). GK (2464.5564.9 ve GT (4724.51002.0 grubundaise TNF-a dizeyleri

plasebo grubuna gore anlamli sekilde diistik olarak saptandi (p<0.001).
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Sekil 4: Gruplar arasinda ALT diizeyleri*.
*. ALT degerleri, plasebo grubunda kontrol grubundan anlamli olarak yiiksekken,

GK ve GT grubunda plaseboya gore anlamli azalma mevcuttu.

GK grubunda plazma TNF-a dizeylerindeki azalma GT grubunda izlenen
azalmadan anlamli bir sekilde daha fazlayd: (p<0.001). TGF- B seviyeleri ise kontrol
ve plasebo grubu, GK ve GT gruplarinda benzerdi ve gruplar arasinda istatistiki
olarak anlamli bir farklilik yoktu (p hepsinde >0.05). Plazma TNF-a ve TGF- B

diizeyleri tablo 6°’da, gruplar arasindaki iliski sekil 5 ve 6’da gosterilmistir.
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Tablo 6. Gruplarda serum TNF-a ve TGF- g duzeyleri.

Parametre  Kontrol Plasebo gubu  GK grubu GT grubu
grubu

TNF-a 3485.%1828.9 7066.21502.2* 2464.5564.9F 4724.5%1002.0t

(pg/ml)

TGF-p 369.987.9 387.%76.4 427.8:32.5 384.370.7

(pg/ml)

Plasebo ile kontrol grubu arasinda: *: p<0.01.

Plaseboile GK veya GT grubu arasinda: t: p<0.001.
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Sekil 5. Gruplar arasinda serum TNF-a diizeylerinin karsilastirilmasi™*
*: Serum TNF-alfa diizeyleri plasebo grubunda anlamli artmisken, GK ve GT

gruplarinda anlamli gerileme mevcuttu.
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Sekil 6. Gruplar arasinda serum TGF- B diizeylerinin karsilastirnlmasi*.

*: Gruplar arasinda plazma TGF- B diizeyleri acisindan anlamli bir farkliklik yoktu.

6.4. Lipid peroksidasyonu bulgulari: Hem plazma hem de karaciger doku MDA
diizeyleri plasebo grubunda kontrol grubuna gore yiiksek olarak saptandi (p her ikisi
iginde <0.001). Bunun yaninda hem GK grubunda (p <0.05) hem de GT grubunda p
her ikisi i¢inde <0.05) plazma ve karaciger MDA diizeyleri plasebo grubuna gore
anlaml bir sekilde azalmis olarak bulundu.

Plazma ve karaciger MDA diizeyleri tablo 7de gosterilmistir. Bu

parametrelerin gruplar arasindaki farkliliklar1 sekil 7 ve 8’de gosterilmistir.
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Tablo7: Lipid peroksidasyon bulgular.
Plazma ve karaciger doku MDA duzeyleri*.

Parametre Kontrol Plasebo GK grubu GT grubu
grubu grubu

Plazma MDA 0.96:0.4 2.450.43 1.43t0.48 1.7+0.54

(nmol/ml)

Karaciger MDA 9.5£2.5 16.1+3.1 11.6:3.6 11.35.3

nmol/ gr doku

*: p hepsinde <0.05.

3,5

3,0 1

2,57

2,0 1

1,5

1,0 1

s1 1

0,0

Plazma MDA (nmol/ml)

Kontrol Plasebo GK Grubu GT Grubu

Sekil 7. Gruplar arasinda plazma MDA degerlerinin karsilastiriimasi*.
*: Plazma MDA plasebo grubunda kontrol grubuna gdre anlamli olarak artmisken

GK ve GT gruplarinda plaseboya gore anlamli olarak diistiktii.
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Sekil 8. Gruplar arasinda karaciger doku MDA degerlerinin karsilastirilmasi*.
*: Karaciger doku MDA diizeyleri plasebo grubunda kontrol grubuna gére anlamli

olarak artmisken GK ve GT gruplarinda plaseboya gore anlamli olarak diisiiktii.

6.5. Histopatolojik bulgular:

a) Seatozis: Plasebo grubundaki ratlarin hepsinde steatozis meydana geldi.
Bunlarin %90’minda grade 1 steatozis olusurken, sadece %10’nunda grade 2
steatozis olustu. GK grubunda ise ratlarin %66.7’sinde anlamli bir steatozis
saptanamazken sadece %33.3Unde grade 1 diizeyinde steatozis saptandi. GT

grubunda ise ratlarin %358.3’linde anlamli bir steatozis bulunmazken, kalan
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%41.7’sinde ise grade 1 diizeyinde steatozis saptandi. Hem GK hem de GT grubunda
plasebo grubuna gore steatozis anlamli derecede diisiik olarak saptandi (p her ikisi
icin de <0.05.

b) Balonlasma dejenerasyonu: Balonlasma dejenerasyonu; plasebo grubunun
%80’ninde grade 3, %20’sinde ise grade 4 diizeyinde idi. GK grubunda ise ratlarin
%50’sinde anlamli bir balonlagsma dejenerasyonu izlenmedi. %25’inde grade 1,
%25’inde ise grade 2 diizeyinde balonlasma dejenerasyonu gelisti. GT grubunda ise
%16.6’sinda anlamli bir balonlasma dejenerasyonu saptanamazken, %50 oraninda
grade 1, %25 oraninda grade 2, %8.3 oraninda ise grade 3 diizeyinde balonlasma
dejenerasyonu gelisti. Balonlasma dejenerasyonu plasebo grubuna gore GK ve GT
gruplarinda  (p her ikisi i¢inde <0.001) azalmisti. GK grubundaki balonlasma
dejenerasyonunda azalma GT grubunda izlenenden anlamli olarak daha fazla idi
(p<0.05.

¢) Inflamasyon: mm?’deki inflamatuvar hiicre sayismin ortalamasi plasebo
gruburda 16.1+3.7 iken, GK grubunch 8.8+2.9, GK grubundhise 7.3t4.2idi ve GK
ve GT gruplarinda plasebo grubuna gore saptanan bu diisiikliik istatistiki olarak
anlamli idi (p her iki grup i¢inde <0.01). GK ve GT gruplari arasinda ise anlamli bir
farklilik yoktu (p>0.05).

d) Fibrozis: Hichir grupta Mas®on Trichrom boyamasi ile fibrozis
saptanmadi.

Histopatolojik bugular tablo 8 de 6zetlenmis sekil 9 ve 10°da gosterilmistir.
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Tablo 8 Plasebo, GK ve GT grubu ratlarda saptanan histopatolojik 6zdlikler

Histolojik bulgu Plasebo gubu Grup GK Grup GT
(n=10 (n=12 (n=12
Steatozis n (%) n (%) n (%)
GradeO - 8(66.7 7(58.3
Gradel 9 (90 4(33.3 5(41.7)
Grade 2 1(10) - -
Balonlasma dejenerasyonu
GradeO - 6 (50) 2(16.9
Gradel - 3 (25 6 (50)
Grade 2 2 (20 3 (25 3(25
Grade 3 8 (80) - 1(8.3
inflamasyon (mm* de 16.13.7 8.8+2.9 7.3t4.2

inflamatuvar hiicre sayisi)

Fibrozis - - -
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Sekil-9: Plasebo grubu ile genistein koruyucu grubunun histolojik bulgularinin
karsilastirilmasi

a: Plasebo grubu- Karacigerde santral ven etrafinda mikro ve makrovezikiiler
yaglanma ile balonlagsma dejenerasyonun goriinimi ( Hematoksilen —-Eosinx 100)
b: Genistein koruyucu grup: KC de yaglanmada azalma ile az sayida hiicrede

hidropik dejenerasyonizlendi.(H& Ex100)

54



Sekil 10. Plasebo grubu ile genistein tedvai edici grubunun histolojik bulgularinin
karsilastirilmasi

a: Plasebo grubu- Karacigerde santral ven etrafinda mikro ve makrovezikiiler
yaglanma ile balonlagsma dejenerasyonungdrinimi ( Hematoksilen —-Eosinx 100)
b: Genistein tedavi grubu: KC’ de yaglanmada azalma goriilmekle beraber belirgin
hidropik dejenerasyonizlendi. (H-Ex100
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7. TARTISMA

NASH toplumda sik olarak goriilen NAYKH’ inin en ciddi formudur ve
hepatoseliler karsinoma da dahil olmak Uzere fibrozis ve siroza ilerleme
potansiyeline sahiptir. Bu kadar 6nemli olmasina ve ¢ok sayida ¢alisma yapilmasina
ragmen heniiz patogenezi tam olarak aydinlatilamamistir. Kabul goérmiis ideal bir
tedavisi yoktur. Uygun deneysel modellerin eksikligi bu yonde yapilacak ¢alismalari
engellemektedir. Deneysel NASH calismalarinda siklikla kullanilmakta olan genetik
olarak obez/diyabetik ob/ob siganlar ve MCD ile gelistirilen modellerde, insanlarda
goriilen NASH’in patogenezinde suclanan faktorlerin bir kismi eksiktir.

Yakin zamanda Lieber ve arkadaslar1 (85), YZD ile insanlarda goriilen
NASH’in patogenezinde rolii oldugu ileri siiriilen tiim faktorlerin de rol aldig1 yeni
bir model olusturmuslardir. Bu modelde hem insiilin direnci hem de oksidatif stres
ile birlikte histolojik olarak NASH tanisi i¢in gerekli olan steatozis, balonlasma
dejenerasyonu, inflamasyon ve erken fibrozis saptanmistir. Bu modelin en belirgin
ozelligi enerjinin %71’inin yagdan saglanmasidir. Daha yakin zamanda yapilan bir
baska calismada Carmiel-Haggai ve arkadaslar1 (110) ob/ob obez ratlara ikinci darbe
olarak YZD vererek karaciger hasarindaki ilerlemeyi incelemigler. Kalorinin
%60’ 1min yag olarak verildigi, sekiz hafta siiren bu c¢alismada ratlarda hiperglisemi
ve steatohepatit meydana gelmis. Karaciger hasar1 ile beraber ALT diizeyleride
yiiksek olarak bulunmus. YZD ile beslenme, ob/ob ratlarda lipid peroksidasyon ve
protein karbonllerinde artisa neden olurken, glutatyon ve diger antioksidan
enzimlerde ise belirgin sekilde diisme meydan gelmis. Sonug olarak bu ¢alismada da
YZD karacigerde hasara neden olarak periportal fibrozise yol agmistir. Sorumlu
mekanizma olarak, lipid peroksidasyon drUnlerinde artig, antioksidan savunmada

azalma gosterilmistir.
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Bu calismada, deneysel olarak NASH olusturulmasi i¢in normal Sprague —
Dawley ratlarda YZD modeli kullanildi. Histopatolojik olarak steatozis, balonlasma
dejenerasyonu ve inflamasyon gelisen ratlarda fibrozis gelismedi. Steatozis
genellikle grade 1 ile 2 diizeyinde idi ve Lieber ve arkadaslarinin (85) yaptiklari
caligmada belirttikleri sekilde siddetli bir steatozis gelismedi. Bununla beraber, bu
calismada karacigerde yag birikiminin bir gostergesi olarak karaciger agirliginin
viicut agirligina orani, YZD ile beslenen plasebo grubu ratlarda kontrol grubuna gore
anlaml bir sekilde yiiksekti.YZD her ne kadar referans alinan ¢aligmaya (85) gore
minér modifikasyonlar ile hazirlandiysa da, muhtemelen diyetin temel
ozelliklerinden olan yag oraninin %71°den daha diisiik oldugunu ve calismalar
arasindaki farkliliklarin temel nedeninin, yag oranindaki bu muhtemel degisiklikten
meydana geldigini diisiinmekteyiz. Nitekim Lieber ve arkadaslar1 (85) yaptiklari
calismada, YZD, 2/3 oraninda kisitlanarak verildigi zaman histopatolojik olarak
karacigerde gelisen yaglanmanin orta derecede oldugu izlenmistir.

YZD’le yapilan onceki ¢alismalar ve bu ¢alismadan elde edilen bilgiler agik
bir sekilde gostermektedir ki YZD ile olusturulan deneysel NASH modelinde
olusmasi beklenen histopatolojik lezyonlarin siddeti diyetin icerigindeki yag miktari
ve deneyin sliresi ile yakin bir sekilde iliskilidir. Bu durum NAYKH’min farkh
histopatolojik evrelerinin incelenmesine olanak saglayabilmesinin yaninda diyetteki
yag miktarinin azalmasi ile histopatolojik ve klinik bozukluklarda meydana gelecek
diizelmelerin gosterilmesinin de tedavi a¢isindan yol gosterici yararlar olacaktir.

YZD ile NASH gelistirilen ratlarda c¢alismamizin sonunda lipid
peroksidayonunun énemli yikim firiinlerinden MDA’nin hem plazmadaki hem de
karaciger dokusundaki diizeyleri plasebo grubunda kontrol grubuna gore belirgin bir

sekilde artmisti. Bilindigi gibi doymamis lipidlerin serbest radikallerin etkisine
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maruziyeti ile lipid peroksidasyonunda zincirleme reaksiyonlar baglar. Coklu
doymamis yaglarin diyete eklenmesi ise bu lipid peroksidayonunu arttirir (54). YZD
ile olusturulan NASH modelinde yagin diyetin en biiylik kismini olusturmasinin
yaninda, diyetteki yag icerigi doymamis yaglardan oldukc¢a zengindir ve gelisen lipid
peroksidasyonu ve oksidatif stresin ana nedeni olarak belirmektedir. Olusan oldukca
toksik olan bulipid oksidasyon Crinleri NASH’te meydana gelen hircok patolojiden
sorumlu tutlmustur. 4-HNE ve MDA; mitokondri DNA’sina, proteinlerine zarar
vererek solunum zincirlerinde aksamaya neden olur. Boylece yeniden agiga ¢ikan
serbest radikaller kupffer hiicrelerinde, hepatositlerde ve yag dokusunda TNF-a
ekspresyonu aktive ederler (64). Bu c¢alismada NASH gelisiminin hemen tim
basamaklarinda yer alan TNF- a’nin da plazma seviyeleri plasebo grubunda kontrol
grubuna gore anlamli bir sekilde yiiksek olarak bulunmustur.

NAYKH’ 11nda ve genellikle eslik ettigi metabolik sendromda
hipertrigli seridemi mevcuttur ve stedozis artmis olan trigliseridlerin hepatositlerde
birikimi il e meydana gelmektedir. Patogenezde roli buunuren trigliserid dizeyleri
bu c¢alismada YZD ile beslenen ratlarda kontrol grubuna gore anlamli derecede
yuksek olarak buundu.

YZD i¢in referans alinan c¢alismada (85) NASH gelisimi ile serum AST ve
ALT diizeylerinde artis olmayip, normal degerlerde kalmistir. Bu durum, bazt NASH
hastalarinin da normal enzim seviyeleri ile birlikte olmasina benzedigi sekilde
aciklanmistir. Fakat Carmiel-Haggai ve arkadaslarinin (110) ob/ob olez ratlaraikinci
darbe olarak YZD verdikleri c¢alismada, karaciger hasari ile birlikte ALT
diizeylerinde de artis meydana gelmis. Bu ¢alismada da hem AST hem de ALT
degerleri plasebo grubunda kontrol grubundan anlamli bir sekilde yiiksek olarak

bulundu. Caligmamizin, ii¢ hafta siireli olan Lieber ve arkadaslarinin yaptigi
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calismaya (85) gore daha uzun stireli olmas1 da(alt1 hafta) AST ve ALT ylikekliginin
bir nedeni olabilir.

Bu ¢alismanin asil amaci, deneysel NASH modelinde giiglii bir antioksidan
olan ve ¢esitli farmakolojik etkilere sahip genisteinin steatohepatiti 6nleyici roliinii
arastirmaktir. Toplumda yiiksek prevalansa sahip olan ve son donem karaciger
yetmezligi ve karaciger sirozuna ilerleme potansiyeline sahip olan NASH’in hem
ilerlemesinin - durdurulmast hem de tedavi edilebilmesi Onemlidir. NASH
patogenezinde ¢oklu darbe hipotezi géz Oniine alinacak olursa cesitli faktorler
sorumludur ve tedavide bu faktorlere yonelik tedbirler alinmalidir. Bu nedenle
NASH patogenezinde en cok suclanan faktorlerden hirisi olan oksidatif strese
yonelik tedavi, NASH tedavisi i¢in kilo verme ve insiilin duyarliligini artiric1 gibi
tedavil ere dternatif olarak denenmektedir.

Oksidatif stres ile olusan serbest radikaller hiicrenin gereksinimi olan
oksijenin  %90’mnin harcanmasina, c¢esitli metabolik bozukluklara ve lipid
peroksidasyonu olarak bilinen doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna yol agar (62).
NASH patogenezinde oksidatif stresin roliinii gosteren delillerin artisi ile birlikte
bircok antioksidan ajanin tedavideki rolii de arastirilmaktadir. Fakat oksidatif stresin
NASH patogenezindeki merkezi roliine karsilik antioksidanlarin etkinligi siirpriz bir
sekilde yeterince arastirilmamistir. Calismalar az sayidadir ve ¢ogunlugu az vakali,
pilot calismalar seklindedir (66, 67, 6§.

Antioksidanlarin besin kaynakli olanlar1 oksidatif hasara karsi korunmada
oldukca 6nemlidir. FitoGstrojenler, bitkil erde antioksidan gorevleri bulunan, insan ve
hayvanlarda Gstrojenik ve anti-ostrojenik etkilere sahip bitkisel kaynakli difenolik
bilesiklerdir (94). Epidemiyolojik c¢aligmalar, soya ve izoflavonlar gibi

fitoostrojenelerden zengin dan soya Urtnlerinin toketiminin ¢ok yonli etkil eri
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nedeniyle ¢esitli hastaliklarin tedavisinde yararli etkileri oldugunu bildirmislerdir.
Bircok insan ve hayvan ¢alismasinda izoflavonlarin bu yararlh etkilerinin antioksidan
aktivitelerine bagli oldugu diisiiniilmiistiir. Izoflavonlar hiicrelerdeki oksidatif
hasardaki azalmay1 antioksidan savunma mekanizmalarini uyarma gibi indirek
yollarladayapabilir (101).

Bircok farmakolojik 6zelli klere sahip bir fitoGstrojen dan genisteinin anti-
timor, antioksidan ve anti-inflamatuvar etkileri oldugu bildirilmektedir (12, 13).
Genisteinin, oksidanlara maruz kalan hicrelerde ve DNA’da bir oksidatif belirte¢
olan 8hidroksi-2'-deoksiguanozin olusumunu Onledigi gosterilmistir (100). Birgok
hiicresel sistemde biliylimeyi Onleyici etkisi de oldugu gdosterilen genisteinin, hiicre
blyimesini TGF-f1’in uyar1 yollarim1 modiile ederek inhibe edebilecegi One
stirilmiistiir (14).

Bu calismada genistein YZD ile olusturulan deneysel NASH modelinde
histopatolojik olarak steatozis, balonlasma dejenerasyonu ve nekroinflamasyon
gelisimini etkin bir sekilde dnlemistir. Bunun yaninda hem biyokimyasal hem de
histopatolojik dizelme ile steaohepatiti tedavi ederck gerilemesine de yol agmustir.
Koruyucu rolii daha iistiin olan genistein, balonlasma dejenerasyonunu tedavi edici
gruptan anlaml bir sekilde daha fazla azaltmistir. Histopatolojik diizelmenin yaninda
AST ve ALT diizeylerinde anlamli azalma ile birlikte biyokimyasal dizedmeye de
neden olmustur. Genistein tedavisi, plasebo grubunda kontrol grubuna gore anlaml
olarak artmis olan trigliserid diizeylerini de her iki grupta da anlamli bir sekilde
azaltt1.

Magjor bir izoflavon dan genisteinin Gstrojenik aktivitesi, tirozin kinaz
inhibisyonu ve antioksidan etki gibi birgok fonksiyonu vardir (14). Genistein

antioksidan Gzelliklerinin Fe2-ADP kompleksi ile uyarilan mikrozomal lipid
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peroksidasyonundan koruyarak (111), bakir ve peroksil radikallerinin in vitro olarak
aracilik ettigi diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) oksidasyonunu 6nleyerek (112) ve
endotelyal hiicreleri aterojenik LDL hasarindan koruyarak (113) gdstermektedir.
Genistein daha onceden yagli karaciger veya NASH tedavisinde kullanilmamistir ve
bu calismada ilk kez kullanilmistir. Antioksidan tedavi olarak, deneysel NASH
tedavisinde sadece bir ¢alismada, MCD ile olusturulan NASH modelinde, E ve C
vitamini kullanilmis (114). C vitamini artmis olan oksidatif stresi azaltarak
histopatolojik olarak stedozisi de azaltirken, E vitamini ne oksidatif stresi azaltmis
ne de histopatolojik olarak etkili olmus.

NASH’te kullanilmamasina ragmen, yakin zamanda yapilan iki ayri in
vitro ¢alismada genisteinin hepatik fibrogenezisden sorumlu olan steallat hiicrelerin
proliferasyonunu etkiledigi (15, 16) ve TGF- B1 aracili kollajen sentezini azaltarak
anti-fibrotik etki gosterdigi (15) bildirilmistir. Bu ¢alismada TGF- B ve fibrozis
gelisimi incelenmesine ragmen YZD ile histopatolojik olarak fibrozis gelismemesi ve
TGF- diizeylerinde anlamli bir artis olmamasi nedeniyle genisteinin olasi
antifibrotik etkileri degerlendirilememistir. Ayrica, fibrozis gelisimi i¢in muhtemelen
Y ZD diyetini daha uzun sireli vermek gerekmektedir.

Genisteinin sadece atioksidan etkisi yoktur. Bunun yaninda birgok
farmakolojik etkiye sahiptir. Bunlardan bir tanesi de TNF-a ile indiklenen niKkeea
faktor kappa B inhibisyonudur. Davis ve arkadaslarinin insan lenfosit kiiltiirlerinde
yaptiklar1 ¢alismada (115) genistein TNF-a ile indiiklenen nulee faktor kappa p’y1
inhibe etmistir. Boylelikle genistein hiicreleri oksidatif stresten NF-kappa [3’yi inhibe
ederek korumuglar ve DNA tiirlerinin seviyelerini azaltmislardir.

Serbest radikaller kupffer hiicrelerinde, hepatositlerde ve yag dokusunda

TNF-a ekspresyonunuaktive ederler. TNF-o mitokondrilerde yapisal ve fonksiyonel
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olarak hasar verir (64). Bu calismada, YZD ile oksidatif stres belirteclerinin artis
gostermesinin yaninda, NASH patogenezinin her basamaginda yer alan TNF-a
konsantrasyonlarinin da plasebo grubunda kontrol grubuna goére anlamli olarak
arttigini belirtmistik. TNF-a diizeyleri, oksidatif stres dahil bircok nedenden dolay1
artmis olabilir. Genisteinin hem koruyucu hem de tedavi edici olarak verilmesi
plazma TNF-a konsantrasyonlarinin anlamli bir sekilde diismesine neden olmustur.
Sonug olarak, genistein hem antioksidan etki ile plazma ve karaciger MDA
diizeylerini azaltmistir hem de oksidatif stres de dahil olmak {izere bir ¢cok nedenden
dolayr artmis olan serum TNF-a konsantrasyonlarimi belirgin sekilde azaltmustir.
Genistein bu ¢ok yonlii olumlu farmakolojik etkileri ile hem steatohepatit gelisimini
Onlemistir hem de biyokimyasal ve histopatolojik diizelme ile steatohepatitte

gerilemeye yol agmistir ve umut verici sonuglar gostermistir.
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