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OZET

Amag: Deneysel olan bu c¢alismada siganlarin v. portae
hepatis'inden yag verilerek vyeni bir karaciger yaglanma modeli
olusturulmasi ve sonucunda karacigerde olusan degisikliklerin hem in vivo
olarak hem de ileri mikroskobik tekniklerle gérintilenmesi amaclandi.

Gere¢ ve Yontem: Calismada 28 adet agirliklari 250-300 gr
arasinda disi eriskin sican kullanildi. Sicanlarin v. portae hepatis’lerine,
kalicl intraabdominal kanuller yerlestirildi. Sicanlar 1 haftalik deney ve
sham, 2 haftallk deney ve sham olmak Uzere ikiye ayridi. Deney
gruplarina deney sirelerince herglin 2,4 gr yag/kg olmak sartiyla intralipid
%20 maddesi kanidlden enjekte edildi. Sham grubuna ise ayni oranda
serum fizyolojik verildi. Deney sonunda hayvanlardan Laser Speckle
Mikroskop ile goruntileri alindi. Ek olarak alinan kanlardan karaciger
enzimlerine bakildi. Hayvanlar dekapite edildikten sonra karacigerleri
histolojik yontemlere uygun sekilde bélimlere ayrildi. Kryostat makinasi
ile alinan kesitlere; Hematoksilen-Eosin, Oil red o, Masson trichoromea,
Bodipy, Nile red boyamalan vyapildi. Kesitler mikroskop altinda
morfometrik olarak degerlendirildi.

Bulgular: iki haftalik deney grubunda balonlasma, inflamasyon ve
fibrozise rastlanirken, 1 haftalik deney grubunda sadece bazi sicanlarda
fibrozis gézlendi bunun disinda balonlasma ve inflamasyona rastlanmadi.
Bir haftalik deney grubunda parankima orani azalirken sinldzoid oraninin
kontrole gére anlamli olarak arttigi, 2 haftalik deney grubunun ise bu
oraninin 1 haftalik deney grubuna goére anlamli olarak arttigi bulunmustur.

Sonug: Bulgular dogrultusunda 2 haftallk deney grubunda
steatohepatit varligi tespit edilmisken, bir haftalik deney grubunda sadece
basit steatoz gbdzlenmistir. Boylece yeni olustulan sicgan modelinin steatoza
neden oldugunu sonucuna ulasilmistir.

Anahtar kelimeler: NAFLD, Steatoz, Kalici kanul, V. portae hepatis,
Abdominal gdérintlleme penceresi, In vivo goérintlileme, Stereoloji,
Konfokal mikroskop, Laser speckle, Multifoton mikroskop
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SUMMARY

Aim: In this experimental study it was aimed to create a new fatty
liver model by injecting fat into the portal vein and to evaluate the
changes in the liver with both in vivo and advanced microscopic
techniques.

Materials and methods: Twenty-eight adult female rats of
Spraque Dawley origin weighting 250-300 g were used. A permanent
intraabdominal cannula was inserted into the portal vein of each rat. The
rats were divided into two groups as 1 week of experimental and sham
operated group, and 2 weeks of experimental and sham operated group.
Experimental groups received a daily dose of 2.4 g fat/kg by injection of
20% of intralipid given through the cannula. Sham operated groups were
injected with saline solution at the same rate. At the end of the
experiment, blood flow in the liver was measured with laser speckle
microscope. Additionally, liver enzymes were determined in obtained
blood samples. After animals were decapitated, tissue specimens
obtained from liver were processed for histologic examination. Sections
obtained using cryostat were stained with Hematoxylene-Eosin, oil red O,
Masson tricomome, Bodipya and Nile red. Sections were evaluated under
microscope for morphometric analysis.

Results: Besides the tissue inflammation and fibrosis, balooning of
hepatocytes were observed in the two-week experimental group, while in
the one-week experimental group fibrosis was observed only in some rats,
without any inflammation or hepatocyte balooning. Sinusoidal ratio in
comparison to parenchyma was increased significantly in one-week
experimental group compared to the control. Sinusoidal ratio was
significantly higher in two-week experimental group compared to one-
week experimental group.

Conclusion: Two-week experimental group showed steatohepatitis,
whereas only steatosis was observed in one-week experimental group.
Thus, it is concluded that the newly created rat model caused steatosis.

Key words: NAFLD, steatosis, permanent cannula, portal vein,
abdominal imaging window, in vivo imaging, stereology, confocal
microscope, laser speckle, multifoton microscope
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1. GIRIS VE AMAC

Nonalkolik yagl karaciger hastaligi (NAFLD) prevalansi farkl
nifuslarda %4 ile %47 arasinda dedisen oranlarda seyretmektedir.
ABD'de ve sanayilesmis Ulkelerde NAFLD su andaki en yaygin karaciger
bozuklugunu temsil etmektedir. Genel eriskin nifusun %18'ini, bunun
yvaninda %35'lik prevelansi olan obez bireylerin %90'inI etkilemektedir
(Kew, 2015). Obezite, 6zellikle insilin direnci ile birlesince, NAFLD gelisimi
ve ilerlemesi icin belirgin bir risk faktéridir. Bu nedenle, obez
populasyonlarda NAFLD'nin endemik oldugu sasirtici degildir, vicut kitle
indeksi (BKi) 30 kg m3 / 2'den biylk olan hastalarin %90'ini
etkilemektedir (Ooi vd., 2017). Siddetli formdaki non-alkolik steatohepatit
(NASH) obezite ve ileri fibrozisli hastalarin %36-67'sinde bulunur (Abrams
vd., 2004).

Ilerleyen zamanlarda bulasici olmayan hastalik gérilme siklidinin
bulasici hastaliklarin gérilme sikligini asacagi tahmin edilmektedir.
Ornegin, 2020 yilina kadar bulasici hastalik orani %20, bulasici olmayan
hastalik %60'a yikselecedi tahmin edilmektedir (Argo ve Caldwell; 2009).
Batili tlkelerde bulasici olmayan en yaygin karaciger hastaligi olan NAFLD,
Afrika ve Orta Dodgu llkelerindeki codgu ilkede heniz calisiimamistir
(Kruger vd., 2010). Ayrica, hala glvenilir, dizenli olarak glncellenen,
nifusa dayali veri bulunmayan alanlarda herhangi bir saglik sorununun
yayginhdini belirlemek kolay dedildir. Verilerin bulundugu yerlerde bile,
kotu raporlama dizenlemeleri ve uygulamalari, kalitelerini etkilemekte ve
ulusal kayitlarin yararhhdini azaltmaktadir (Kruger vd., 2010). Buna
ragmen bazi Ulkelerde yayinlanmis bazi veriler bulunmaktadir, ancak
cogunlukla nifusa dayall degildir ve bazi hasta kategorilerinde yapilmistir.
Bu bdlgelerdeki obezite salgininin artmasi bakimindan, NAFLD bulasma
oraninin paralel olarak artacagini tahmin edilmektedir (Ooi vd., 2017).

Alkolik ve NAFLD hepatositlerde trigliseritlerin birikmesiyle karakterize
olan bir hastaliktir. NonAlkolik steatoz (NAS)'da, sadece yaglanma degil
intralobller enflamasyon, hepatoselliler balonlasma ve ilerlemis fibrozis
de goérialur (Takahashi ve Fukusato 2014). NAS dinyada en ¢ok
karsilasilan kronik karaciger hastaligi olup (Takahashi ve vd., 2012;
Botham ve vd., 2015), dinya popllasyonunun %10-35'inde ve obezlerin
%50'sinden fazlasinda gorilen bir metabolizma hastaligidir (P. Angulo,
2002; AB. Siegel ve AX. Zhu, 2009; Ferromosca ve Zara, 2014; Botham
ve vd., 2015).

Karacigerde yag birikmesi dort sekilde olmaktadir. Birincisi
yiyeceklerden alinan ve portal venden karacigere gecen yagdlarla, ikincisi
karacigerde yag asitleri sentezinin artmasiyla, Uglinciisii serbest yag



asitlerinin B-oksidasyonunun artmasiyla, doérdlnclsl ise lipoproteinlerin
sekresyonunun ya da sentezinin artmasiyla olmaktadir (Marinozzi vd.,
2012). Adipoz dokudan ayrilan serbest yag asitlerinin artisi karaciger
yaglanmasina neden olsada, karacigerde yag birikiminin spesifik nedeni
tam olarak bilinmemektedir (Ferromosca ve Zara, 2014).

Steatoz makrovezikller ve mikrovezikuler olmak Uzere iki sekilde
siniflandirthr.  Makrovezikuler steatoz blyuk vakuoller tarafindan
neredeyse hicre sitoplazmasinin tamaminin doldurulmasi ve nukleusun
hiicrenin periferine itilmesiyle, mikrovezikller steatoz ise klglk yag
vakuolleri ve nukleusun hlicrenin merkezine yerlesmesi ile karakterizedir.
(Brunt ve Tiniakos, 2010).

Steatoz ile yapilan birgok calismada steatozun olusup olusmadidi,
genellikle patolojik inceleme materyallerinde fibrozis derecesi ile
degerlendirilmektedir (Abe vd.,2014; Wank vd.,2014; Fargion vd., 2014;
Polyzos vd., 2014; Machado ve Cortez., 2014; Dongiovanni vd., 2014;
Fedchuk vd.,2014). Steatozun ilerlemesi 6nce fibrozis’e, fibrozis nedeniyle
siroza ve siroz nedeniyle de 6lime, hatta bazi vakalarda hepatoselliler
kansere (HCC) neden olmaktadir (Asrih ve Jornayvaz, 2014; Bekaert ve
vd., 2016). Hastalidin siddetinin basit steatoz’'dan akut karaciger
steatoz’'una dogru gittikge arttigi bilinmekle birlikte patogenezi ve
ilerlemesinin mekanizmasi hala anlasilamamistir (Saadeh, 2007; Helen
vd., 2012; Ferromosca ve Zara, 2014). Ustelik nonalkolik stetozun yasam
tarzi degisikligi, diyet ve egzersiz disinda tam olarak kabul edilmis, sabit
bir tedavisi de bulunmamaktadir (Cohen vd., 2011).

Nonalkolik karaciger hastaliklarinin teshisi temel olarak steatoz’un
belirlenmesine dayanir (Tobari vd., 2009). Doku biyopsisi karaciger
hastaliklarinda altin standart olarak kabul edilse de agrili, riskli, pahali ve
ornekleme hatasi olan bir yontemdir (Tobari vd., 2009). Noninvaziv bir
yontem olan ultrasonografi ise, kronik karaciger hastaligi olan kisilerde
karacigerde olusan fibrozis nedeniyle, hepatik steatoz’'un saptanmasinda
dogru sonug vermemekte, hatta obezlerde neredeyse hig sonug
vermemektedir (Mottin vd., 2004). Diger bir radyolojik tetkik olan ve
steatoz teshisinde kullanilan MRI goéruntilemenin de pek ¢ok dezavantaji
bulunmaktadir; ornegin fibrozisin erken safhalar MRI da
goéruntilenememektedir (Schramm vd., 2012). Yukaridaki tekniklerin
hicbiri erken teshiste kullanilacak hassasiyette, c¢co6zunurlikte ve tabloyu
evrelendirebilecek yeterlilikte degildir (Wieckowskave vd., 2007).

Lazer mikroskopi teknikleri in vivo ortamda hicrenin biyolojisi ve
morfolojisini en hassas duyarlilikta incelemeye olanak saglar. Multifoton ve
konfokal mikroskoplar dokuyu, kesit almadan dolayisiyla kesit sirasinda
olusabilecek artifaktlari hi¢ olusturmadan, en ince ayrintisina kadar
gbsterebilen, en iyi ¢ézunurlikte olan ve g boyutlu gérintlilemeye olanak
saglayan yeni teknolojik lazer mikroskoplardir (Halbhuner ve Kdénig, 2003;
Dong ve Campagnola, 2012). Multifoton mikroskopi, femtosecond lazer ve
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non-linear optik alanlarinda ilerleme temeline dayanir. Klasik yéntemdeki
uygulamada, dokunun alinip, fikse edildikten sonra kesit alinmasi
suirecinde, dokunun o andaki gercek detaylari ister istemez olumsuz yénde
etkilenmekte, doku kendi biyolojik ortaminda olmadigindan, in vitro olarak
calismak zorunlulugu dogmaktadir. Oysa calismamizda kullanacagimiz
mikroskoplar ile doku vicuttan cikarilmadan, kendi dogal ortaminda in
vivo olarak incelenecektir. Kullanacagimiz mikroskoplar, karacigerin doku
mimarisi ve htcre morfolojisi hakkindaki gercek ve detayl gdérintileri elde
etmek icin kolajenden alinan “second harmonic generation” sinyallerden
ve hicrelerden gelen otofloresan kombinasyonlari kullanir (Li vd.,2009).
Dogal intrinsik floroforlar azalmis nicotinamide adenine nucleotide (NADH)
ve flavine adenine dinucleotide (FAD) iceren pek cok hlcrede bulunur.
Dahasi multifoton mikroskopi ekzojen kontrast ajanlarin idaresi disinda
NAFLD ve FAD redoks orani yoluyla hicre metabolizmmasini ortaya
cikarabilir. Boylece, multifoton mikroskopi noninvaziv dederlendirme ile
morfolojik yapilarin gérinttilenmesinde ve canh dokunun fonksiyonel
durumunun belirlenmesinde buyuk bir potansiyele sahiptir (Yan vd.,
2012).

Insan materyali kullanilarak yapilan steatoz calismalarinda birtakim
kisitlamalar bulunmaktadir. Bunlar arasinda NASun olusmasi ve
ilerlemesinin uzun periyodlarda gerceklesmesi, hastadan karaciger dokusu
ornegi almada ve ilag kullaniminda etik sinirlamalar olmasi gibi birtakim
kisitlamalar sayilabilir (Takahashi vd., 2012).

Cesitli dokulardaki yag asitlerinin alinimi ve metabolizmasi “Fatty acid
translocase” (FAT ya da CD36) tarafindan dizenlenir (Choi Y] vd. 2015).
Hepatosit'lerde CD36 salgilanmasi normalde zayiftir, bununla birlikte
insanlardaki insilin rezistansinda ve NAFLD de oldugu gibi yapilan steatoz
modellerinde arttigi bulunmustur (Miquilena- Colinea ve vd. 2011).
Trigliserid (TG) sentezi Diacylglycerol acyltransferase (DGAT) ‘a bir agil
grubunun eklenmesi ile olusur. DGAT1 Ozellikle bagirsaklarda ve adipoz
dokuda yuksek oranda salinir (Choi ve vd. 2015). DGAT2 o&ncelikle
karaciger ve adipoz dokuda salinir. Yiiksek yag diyeti ile olusmus karaciger
yaglanmasinda hedef DGAT2'nin inaktif edilmesidir. Bu nedenle TG
sentezinde DGAT2'nin dnemli bir yeri vardir (Choi ve vd. 2007).

Karaciger hastaliklarinda, serbest oksijen radikalleri araciligiyla
gelisen oksidatif stresin neden oldugu karaciger hasarinin, hastaligin
ilerleyisi ve komplikasyonlarin gelisimi Gzerine olan etkisi ¢6zim bekleyen
onemli bir sorundur. Serbest oksijen radikallerinin karacigerde albimin
sentezi ve hemostaz Uzerine olan etkileri basta olmak Uzere, siroz gelisen
olgularda asit olusumu, endotoksemi, hepatorenal bozukluklarin seyri,
varis kanamasi, sistemik hemodinamik bozukluklar ve hatta hepatosellller
kanser gelisimi gibi komplikasyonlardaki vyeri tartisiimaya devam
etmektedir (Bjornsson ve Angulo; 2007). Diabetus mellitus siklikla
karaciger yaglanmasi ile ilgili bir durumdur (Bekaert ve vd., 2016). Artan
oksidatif stres karaciger patolojisinin gelismesinde muhtemelen 6nemli bir
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rol oynamaktadir. Karbonlastirilmis (carbonilated) proteinler, oksidatif
stresin belirtecgi olarak kabul edilirler ve son bulgulara gére obezite ve tip 2
diabetus mellitusla baglantihdir. Obez ve tip 2 diabetus mellitus
hastalarindan alinan dért farkli dokuda, karbonlastirilmis proteinlere
rastlanmistir. Bunlar karaciger, plazma, platelet ve endotelyumdur. En
fazla oranda da karacigerde bulunmustur (Alisi ve vd. 2009).

NAS modeli icin yapillan hayvan c¢alismalari sadece steatoz’un
patogenezini aciklamakla kalmaz, cesitli ajanlarin terapoétik etkilerinin
denenmesi icin de dnemli bilgiler verir. Ancak bu hayvan modellerinin
insandaki NAS’'un hem patofizyolojisi hem de histopatolojisiyle o6rtiismesi
gereklidir (Hebbard ve George, 2011). Ginumuzde NAS icin olusturulmus
pek cok hayvan modeli ile ilgili calisma bulunmaktadir. Ancak bunlar
genellikle genetik modeller, beslenme modeli veya her ikisinin
kombinasyonu olan hayvan modelleridir. S6z konusu bu modellerin hicbiri
insandaki steatoz’un tim slrecini gdsterememektedir. Bundan dolayi
NAS‘un patogenezi ve tedavisi hakkinda bilgi verecek yeni modellerin
gelistirilmesine ihtiyag vardir (Takahashi ve vd., 2012).

Stereoloji, morfometri’'nin bir dali olup biyolojik yapilarin iki boyutlu
kesitlerinden (¢ boyutlu veriler elde edilmesini saglayan bir bilim dalidir.
Bu sayede doku ve hicrelerdeki degisiklikler hakkinda cok daha kesin
bilgiler edinilebilmektedir. Stereoloji'de kullanilan ve yapilarin hacimlerini
etkin bir sekilde hesaplamaya yarayan ydntemlerden birisi olan Cavalieri
Hacim Hesaplama Ydntemiyle, gérintl analiz sistemleriyle birbirine paralel
goruntuleri alinabilen 3 boyutlu olan her yapinin tarafsiz ve etkin bir
bicimde hacminin hesaplanabilecegi ve gercege yakin bir degerlendirmenin
yapilabilecedi gosterilmistir (Roberts vd., 2000). Ozellikle makroskobik
calismalarda dilimleme islemi dogrudan bir bicak ya da kesici alet/aletler
yardimi ile yapilir. Alternatif olarak gértntileme yontemleri kullanilarak da
ilgilenilen yapinin bastan sona kadar kapsayici bicimde kesit géruntuleri
alinarak, bu gdérintller Uzerinden hacim hesaplamalari yapilmaktadir
(Gundersen ve Jensen, 1987).

Calismamizda insandaki karaciger yaglanmasinin benzer bir modelini
olusturmak igin kalici bir kanidl yardimiyla v. portae hepatis’den yag
vererek sican karacigerinde NAS deney modelinin olusturulmasi
amaclanmistir. Yerlestiren intraabdominal gérintileme penceresi ile v.
portae hepatis’den dogrudan verilen yagin ne kadar sirede ve nasll
biriktiginin ortaya cikarilmasinin yanisira karacigerdeki degisikliklerin,
yapilacak multifoton mikroskop gérintilemesiyle hayvan canliyken
izlenmesi planlanmistir.

Bunun yaninda steatoz olustuktan sonra gerekli boyamalar yaparak
onceden gosterilen makroanatomik seviyedeki degisikliklerden baska,
karaciger dokusunda ve ince yapisindaki degisikliklerin daha detayl
sekilde tespit edilmesi amaclanmistir. Yine, uygulanacak fluresan boyalar
ile yag asitinin alinimi ve intraselller sividaki olasi yad birikiminin
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goOsterilmesi de bu calismanin hedefleri arasindadir. Daha sonra, karaciger
dokusundaki tim yapisal degisikliklerin en son morfometrik yontemlerle
kantitatif olarak saptanmasi hedeflenmistir.

Sonug olarak, bu model sayesinde, henliz tam olarak tanimlanamamis
olan NAS mekanizmasinin aciklanmasini  saglayabilecek ya da
aciklanmasina yardimci olacak anahtar noktalarin ortaya gikarilabilecegi ve
ulasilan sonucglarin  NAS’un olusumunun ©6nlenmesine ve hastaligin
ilerlemesinin durdurulmasina ya da tedavisi icin yapilan calismalara
katkida bulunabilecegini distinmekteyiz.



2.GENEL BILGILER

2. 1. Karaciger Embriyolojisi

Embriyolojik yasamin 4. haftasindan itibaren karaciger, safra kesesi
ve safra kanallari 6n badirsagin (prenteron) endoderminden, kaudal’den
ventral’e dogru cikinti yaparak (diverticulum hepaticum) gelismeye baslar.
Diverticulum hepaticum, kalp taslagi ile mesenteron (orta bagirsak)
arasinda bulunan splanchnic mezodermal kitle olan septum transversum’a
uzanir. Septum transversum’un bu bélimunden, diyafragma’nin centrum
tendineum’u ile birlikte, bu bdlgenin ventral mesenterium’u olusur.
Mesenterium’un ventral’inden karacigerin visceral peritonu gelismektedir.
Septum transversum iki katli tabaka olarak, karacigerden karin 6n
duvarina uzanan ligamentum falciforme hepatis ve mide ile karaciger
arasinda uzanan ligamentum  hepatogastricum ile ligamentum
hepatoduodenale'yi olusturur. Karacigerin fibroz dokusu, Kupffer hicreleri
ve hematopoetik dokusu septum transversumdaki mesenkimden gelisirler
(Dalkig, 2016).

Diverticulum hepaticum, mesenterium ventralenin iki yapragi
arasinda hizlica buyirken ikiye ayrilir. Blylk parcasi karaciger taslagini
(primordium hepaticum) olusturur ve Uust boéliUmidnde yer alir. Alt
béliminden safra kesesi ve sap seklindeki bdéliminden ise ductus
cysticus gelisir. Cogalan endodermal hicreler, hepatik hiicre kordonlari
agini ve intra hepatik safra kanallarini déseyen epitelyum ortisini
meydana getirir. Hepatik kordonlar endotel ile dbéseli bosluklarin
cevresinde ag olusturarak hepatik sinuzoid’lerin taslaklarini meydana
getirirler (Basaklar, 2011).

Embriyolojik hayatin besinci ve onuncu aylari arasinda karaciger
hizlica geliserek abdomenin blyldk bir kismini doldurur. V. umbilicalis ile
plasenta’dan gelen kan, karacigerin fonksiyonel segmentasyonunun
olusmasi ve karaciger gelisimi icin 6nemlidir. Baslangicta karacigerin sag
ve sol loblari esit iken kisa bir siire sonra sag lob daha fazla blylr (Dalkig,
2016).

Hematopoesis altinci haftayla birlikte baslar ve karaciger parlak
kirmizi rengini alir. Karacigerin 7. ve 9. haftalar arasindaki blyikliginden
de hematopoesis sorumludur. Nitekim 9. haftaya kadar fetusun agirliginin
%10'unu karaciger olusturur (Basaklar, 2011).

Karaciger hicrelerinin safra Gretimi 12. haftayla birlikte baslar. Bu
sirada ductus cysticus da olusmustur. Ductus cysticus, ductus hepaticus
communis ile birleserek ductus choledochus'u olusturur. 13. haftada



ductus choledochus ile safra duodeunumun pars descendens'ine bosaltilir
(Dalkig, 2016).

Hematopoetik aktivite gebeligin son iki ayinda azalr ve dogumda
ancak birkac hematopoetik hiicre adacigi kalir. Bu dénemde karacigerin
agrihgr vicut agirhginin %5'i kadardir (Basaklar, 2011).

2.2. Karaciger Anatomisi

Vicudun en blylk bezi ve organi olan karaciger, karin boslugunun
Ust kisminda regio hypochondriaca dextra'nin timidnld ve regio
epigastrica’nin blyUk bir kismini doldurur. Regio hypogastrica sinistra da
linea medioclaviculares sinistra'ya kadar uzanir. Karacigerin boyutu yasa,
cinsiyete ve boy uzunluguna goére farklilik gésterir. 25-30 cm uzunlugunda
olan karacigerin sag tarafi 6n-arka yonde 14-16 cm, ylksekligi ise 8 cm
kadardir. Karaciger erkeklerde 1400-1800 gr, kadinlarda ise 1200-1400 gr
kadardir. Bununla beraber karaciger 1000 -2500 gr arasinda da olabilir.
Dinlenmekte olan karacigere toplam kan akisi yaklasik 1500 ml / dak'dir
(yani, kardiyak outputun %25-30'u). Bunun %70'i v. portae’da kalan
kismi a. hepatica’dan gelmektedir. Fetus’ta, karacigerin vicut agirlhidina
gore orani, eriskinlerdekinden daha fazladir. Eriskinlerde vicut agirliginin
%?2'si, cocuklarda ise %5’i kadardir. Bu nedenle, ¢ocuklarin karni biraz sis
gibi goralur. Karaciger koyu kirmizi-kahve renkli goérinimdedir.
Elastikiyeti az olan bir organdir, ancak az da olsa esneklik 6zelligi
bulunmaktadir. Damarlanmasi fazla olmasi nedeni ile karaciger
yaralanmalarn bluyuk kanamalara sebep olmaktadir.

Karacigerin facies diaphragmatica ve facies visceralis olmak lzere iki
yuzu vardir (Arinci ve Elhan; 2006; Elhan, 2016).

Facies diaphragmatica; Buyulk olan bu ylz diafragma ile komsudur
ve baktigi yonlere gore, pars superior, pars anterior, pars posterior ve
pars dextra olmak Uzere 4 bélime ayrilir (Sekil 2.1).



Lig. falciforme

Lobus hepatis dexter

Lobus hepatis sinister

Lig. coronarium

g i : it
Vv. hepaticae peritoneum

V.cava inferior 8
Lig.venae cavae

Sekil 2. 1. Karaciger diaphragmatic yizden goérinimi (Sobotta, 1990)

Pars superior: Facies diaphragmatica’ nin Gst bélimuddr. Bu ylz
diafragma kubbesi araciligi ile sag tarafta plevra ve akcigerle, sol tarafta
da pericardium ve kalp ile komsudur. Kalbin oturdugu yer hafif gukurdur
ve burasi impressio cardiaca olarak isimlendirilir. Ust yliziin biyik bdlimi
periton ile kaplidir. Sadece arka kismina yakin béliminde periton
bulunmaz. Diafragmaya gevsek bag dokusu aracilidi ile yapisik olan bu
saha, area nuda’nin 6ninde kalan kigluk bir bélimudur. Area nuda, lig.
Coronarium’un sinirladigi peritonsuz sahadir. Bu sahanin arkadaki buyuk
kismi pars posterior‘da, 6ndeki kiguk kismi ise pars superior’ un arka
boélimutnde bulunur (Sekil 2.2.).

Pars anterior: Karacigerin diyafragmatik ylGzinidn 6n boélimiadar. Bu
bolim sag tarafta 6.-10. kaburga ve kikirdaklari ile sol tarafta ise 7-8.
kikirdak kaburgalarla komsudur. Ortada ise proc. xiphoideus ve hemen
asadisindaki karin 6n duvar boélimi ile komsuluk yapar. Pars anterior, lig.
falciforme hepatis’ in bulundugu yer harig, tamamen peritonla kaphdir.

Pars posterior: Sag tarafta genis ve klnt, sol tarafta ise dardir. Orta
kismi omur gévdeleri Gizerine oturdugu icin konkavdir. Bu konkavligin biraz
sag tarafinda v. cava inferior’'un oturdugu sulcus venae cavae bulunur. Bu
olugun da 2-3 cm sol tarafinda fissura ligamenti venosi denilen dar bir
yarik bulunur. Bu yarikta, embriyolojik bir yapi olan ductus venosus’un
kapanmasi ile olusan lig. venosum bulunur. Lobus caudatus, sulcus venae
cavae ile fissura ligamenti venosi arasinda yer alir. Sulcus venae cavae’nin
biraz saginda ve kismen de visseral ylizde, gl. suprarenalis’in oturdugu,
impressio suprarenalis denilen c¢ukurluk bulunur. Fissura ligamenti
venosi‘nin arka ucunun biraz solundaki cukura, oesophagus’u mideye
baglayan boliumi oturur. Buraya impressio oesophagea denilir. Pars
posterior'un bliylk kismi peritonsuzdur. Lig. coronarium’un icinde kalan bu
sahaya area nuda denilir. Bu saha gevsek bag dokusu aracilligi ile
diyafragmaya tutunur. Area nuda’nin 6n taraftaki klglk bir bdliumu pars
superior’da bulunur.



Pars dextra: Diyafragmatik ylzln peritonla 6rttlt sag kismidir. Bu
bolim diyafragma aracilidi ile kaburgalarla komsudur.

Facies dexter Uc¢ esit parcaya boélindiginde 1/3 dst kismi, 7.ve 8.
kosta aralarinda bulunur. 1/3 orta kismi, 9.ve 10. kosta ile ve recessus
costodiaphragmatica ile komsudur. 1/3 alt kismi ise thorax duvarn ile
direkt temastadir.

Facies visceralis: Karacigerin karin organlar ile komsu olan konkav
alt ylzliine facies visceralis denilir. Bu yliz arkaya, asagiya ve biraz da sol
tarafa bakar. Tespit edilerek cikarilmis karacigerin visceral yilzinde,
komsu oldugu organlarin izleri bulunur. Bu ylzin ortalarinda porta hepatis
denilen bluyulk bir gecit bulunur. Porta hepatis'ten vena porta hepatis ve
etrafindaki sinir agi ile birlikte arteria hepatica propria’nin dallari girer,
safra kanallar ile lenf damarlari da cikarlar. Porta hepatis’in her iki
tarafinda arka kenardan on kenara dogru sagittal yonde uzanan iki oluk
bulunur. Genis bir oluk seklinde olan sag taraftaki oluga sulcus sagittalis
dextra, ince bir yarik seklinde olan sol taraftaki yariga ise fissura sagittalis
sinistra denilir. Sulcus sagittalis dextra’nin 6n yarisina fossa vesica biliaris,
arka yarisina ise sulcus vena cava denilir. Fissura sagittalis sinistra’nin
ligamentum teres hepatis’in oturdugu 6n yarisina fissura ligamenti teretis,
lig. venosum’un oturdugu arka yarisina ise fissura ligamenti venosi denilir.
Bu iki sagittal olugu ortada porta hepatis birlestirir, boylece H harfi
seklinde bir olusum ortaya cikar. Visseral yuzun porta hepatis, fossa
vesica biliaris, sulcus vena cava, fissura ligamenti teretis ve fissura
ligamenti venosi harig her tarafi peritonla kaphdir.

Sulcus sagittalis dextra’nin sag tarafinda sag lob, sulcus sagittalis
sinistra’nin sol tarafinda sol lob bulunurken bu iki oluk arasinda bulunan
ve porta hepatis 6nunde kalan kisma lobus quadratus, arkasinda kalan
kisma lobus caudatus denilir (Sekil 2.3.). Sag lobun visseral ylzil flexura
colica dextra, sag bobrek, sag siirrenal bez ve duodenumun ikinci bélima
ile komsudur. Sol lobun alt yizu ise mide ile komsudur ve bu yldzin lobus
caudatus’a yakin béliminde bulunan cikintil kismina da tuber omentale
denilmektedir. Tuber omentale, omentum minus‘un 6éntndeki curvatura
gastrica minor‘a oturur. Lobus caudatus’un vena cava inferior'a bakan
yuzliinde processus caudatus adi verilen konveksite bulunmaktadir (Elhan,
2016; Standring, 2016).



Lig. triangulare dextrum Lig. coronarium
/\ /\\ o c -

Lig. falciforme Rapktapma
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sinistrum

lobus hepaticus sinister

lobus hepticus dexter faceies diaphragmatica

facies diaphragmatica

Lig. falciforme

Lig. teres hepatis

margo inferior vesica biliaris

Sekil 2. 2. Karacigerin 6nden goériinimi (Sobotta, 1990)
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Impressio oesophagea

faceis diaphragmatica
area nuda

V. cava inferior

impressio suprarenalis
Lig. venosum
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lobus caudatus
v. porta hepatis
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gastrica
impressio renalis

Tuber omentale
ductus choledocus

Proc.papilaris biliaris

Proc. caudatus a. lobi caudati

impressio deodenalis
Lobus hepatis sinister
A. cystica
Margo inferior

A. hepatica propria Impressio colica
Lobus hepatis dexter
Fissura ligamenti teretis Lig. teres lobus K

hepatis quadratus Vesica biliaris

Sekil 2. 3. Karacigerin visceral ylzden gorinimu (Sobotta, 1990)

2.2.1. Karacigerin ligamentleri

Karacigerin Uzerini orten periton, karacigerden diaphragma Uzerine
gectigi yerlerde, peritondan olusan ligamentler olusturur.

Bu ligamentler;

a- Ligamentum falciforme hepatis: Karacigerin 6n ylziinde yer alir.
Periton tarafindan olusturulmaz. Karacigerin dénme hareketlerini engeller
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ve karacigeri karin 6n duvarina badlar. El, diaphragma ve karacigerin 6n
ylz(i arasina sokuldugunda bu ligament nedeniyle sagdan sola ya da
soldan saga gecis yapamayacaktir.

b- Ligamentum coronarium hepatis: Karacigerin diaphragmatic
yluziinden diaphragma’ya atladigi yerlerde meydana gelen plikalardir.
Koroner baglarin arasinda kalan kisim (pars affixa) bag dokusu aracilidi ile
diaphragma’ya tespit edilmistir.

c- Ligamentum triangulare dextrum ve ligamentum triangulare
sinistrum: Koroner badlarin u¢ kisimlarinin birlesmesi ile meydana gelen
Ucgen seklinde baglardir.

d-Ligamentum teres hepatis: Embriyonal hayatta goébek baginin
icinde yer alan anneden fetlisa arter kanini getiren vena umbilicalis’in
dogumdan sonra oblitere olmasi ile meydana gelmektedir.

e- Omentum minus: Midenin curvatura minor'unu duodenum, ve
karaciger'in visceral yUzl arasinda birbirine baglayan peritonun iki
yapraginin birlesmesi ile olusmus bir yapidir (Standring, 2016).

2.2.2. Karacigeri Yerinde Tutan Faktorler

1) intraabdominal pozitif basing

2) Periton baglan (lig. falciforme hepatis, lig. coronarium, lig
triangulare dextrum ve sinistrum

3) Altta bulunan karin igi organlarinin appozisyon durumu
4) V. cava inferior

5) Pars affixa gibi etmenler karacigeri pozisyonunu korumasini
saglarlar (Elhan vd., 2016).

2.2.3. Karacigerin segmentasyonu
2.2.3.1. Karacigerin segmentleri

Karaciger a. hepatica propria, v. portae ve ductus hepaticus’larin
dallarina gbére segmentlere ayrilir. Bir segment iginde, arteria hepatica
propria, v. portae hepatis ile safra kanallarinin segmenter dallari bulunur.
Bir segmentte bulunan arter, ven ve safra yollarina ait kanallarin komsu
segmentlerle anastomazlari yoktur veya ¢ok azdir. Karacigerin segmental
dagilimina venae hepaticalar uyum gostermemektedir. Anatomik olarak
karacigerde 4 segment bulunmaktadir.

1- Segmentum anterius
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2- Segmentum posterius
3- Segmentum mediale
4- Segmentum laterale

2.2.3.2. Karacigerin subsegmentleri:

Karacigerin her segmenti st ve alt olmak Uzere iki subsegmente
ayrilir.

1- Segmentum anterius superius

2- Segmentum anterius inferius

3- Segmentum posterius superius

4- Segmentum posterius inferius

5- Segmentum mediale superius

6- Segmentum mediale inferius

7- Segmentum laterale superius

8- Segmentum laterale inferius

2.2.3.3. Karacigerin fonksiyonel segmentasyonu:

A. Pars hepatis dexter (Sekil 2.4.)

1. Divisio medialis dexter

a- Segmentum anterius mediale dextrum; segmentum V
b- Segmentum posterius mediale dextrum; segmentum VIII
2. Divisio lateralis dexter

a- Segmentum anterius laterale dextrum; segmentum VI
b- Segmentum posterius laterale dextrum; segmentum VII
B. Pars hepatis sinister

1. Divisio lateralis sinister

a- Segmentum posterius laterale sinister; segmentum II
b- Segmentum anterius laterale sinister; segmentum III

2. Divisio medialis sinister

a- Segmentum anterius mediale sinister; segmentum IV
C. Pars posterior hepatis; lobus caudatus

a- Segmentum posterius; lobus caudatus segmentum I

Karacigerin makroskopik dis yapisinda gorilen sag ve sol loblarin
sinirlari degisiklik gosterir. Visseral ylzde, sag ve sol loblarin sinirini sulcus
sagittalis dexter olusturur. Safra kesesinden VCI'un sol kenarina dogru
uzanan bir dizlem karacigeri sag ve sol loblara ayirmaktadir. Orta hepatik
venin bulundudu cizgi Cantlie gizgisine uyar (ana fissir). Cantlie gizgisi
karacigeri iki ana loba ayirir. Sag karaciger lobu sad hepatik venin
bulundugu portal fissiir ile anterior (anteromedial) ve posterior
(posterolateral) sektorlere aynlir. Diaphragmatic ylzde ise belli bir olusum
yoktur. Ancak karacigerin margo inferior'da bulunan incisura vesicalis’in
sol tarafindan baslayarak yukariya ve sonra arkaya dogru uzanan sagittal
bir cizgi iki lobu birbirinden ayirir. Bu gizginin saginda sag lob, solunda ise
sol lob bulunmaktadir. Karacigerin sag lobu, 6n ve arkada yer alan
segmentum anterius ve segmentum posterius olmak Uzere iki segmente
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ayrilir.  Bu iki segment birbirinden, diaphragmatic ylzde incisura
vesicalis’in sagindan baslayip yukariya ve arkaya dogru uzanan sagittal bir
Gizgi ile aynlir. Bu cizginin 6n kenardan baslayan ve visseral ylzde porta
hepatis’e kadar uzanan kismi ise visseral ylzde 6n ve arka segmentleri
birbirinden ayirir. Karacigerin sol lobu, medialde ve lateralde olmak Uzere
iki segmente ayrilir. Bu karaciger bolimlerine segmentum mediale ve
segmentum laterale denir. Segmentum laterale, ligamentum falciforme
hepatis ile visseral ylzde fissura sagittalis sinistra’nin sol tarafinda kalan
karaciger bolimudar. Visseral ylizde fissura sagitalis sinistra’nin sag
tarafinda olup sag ve sol lobu diaphragmatic ylzde birbirinden ayiran
cizgiye kadar uzanan karaciger bolimine ise segmentum mediale denir.
Visseral yuzde fossa vesicae biliaris, segmentum anterius’a, lobus
guadratus ise segmentum mediale’ye aittir. Lobus caudatus’un sag ve sol
loblara ait segmentlerin arasinda ortak bir yeri vardir. Bu yapilya proc.
uncinatus adi verilir. Yalniz birisine dahil etmek mimkin degildir (Elhan
vd., 2016; Standring, 2016).

divisio medialis dextra | 4;yisio medialis sinistra pars posterior(lobus caudatus)

divisio lateralis sinistra “
9
NG

segmentum posterior
(lobus caudatus)

divisio lateralis dextra)

scgmentum mediale segmentum laterale
segmentum postenor

laterale dextrum
segmentum posterior

mediale dextrum

scgmentum
posterior laterale
\L‘gl“(l“lll“ antenor
laterale sinistrum
segmentum anterior
laterale dextrum

segmentum antenor
segmentum antenor

latcrale dextrum

vesica bilari
segmentum mediale

laterale sinistrum

\\,‘gll]g‘l"l"ll antenor
segmentum anterior mediale mediale dextrum

Sekil 2.4. Karacigerin segmentleri (Klinige Yénelik Anatomi Elhan 6.Basim)

2.2.4. Karacigerin Damar ve Sinirleri

2.2.4.1. Karacigerin arterleri

Karacigeri a. hepatica propria besler. Bu arter truncus coeliacus’un bir
dali olan a. hepatica communis’in dalidir. Lig. hepatoduodenale igerisinde
v. portae hepatis ve ductus choledochus ile birlikte uzanan bu arter porta
hepatis’e gelince ramus dexter ve ramus sinister olmak Uzere iki dala
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ayriir. V. portae hepatis’in dallar ile birlikte karacigerde dadilir. A.
hepatica propria’nin dallari arasinda anastomoz yoktur (Sekil 2. 5).

2.2.4.2. Karacigerin venleri

V. portae hepatis ve venae (vv.) hepatica olmak uUzere iki grup veni
vardir. V. portae hepatis, v. mesenterica superior ve v. lienalis’in 2.
lumbal vertebra seviyesinde birlesmesiyle olusur. A. hepatica propria ile
birlikte lig. hepatoduodenale icinde uzanarak porta hepatis’e gelir.
Karacigerde a. hepatica propria ile birlikte uzanir ve sonunda, beraber
seyrettigi arterle birlikte v. centralis’e acilir. V. centralis’ler birleserek v.
hepatica’lari olusturur. Bu venler porta hepatis'ten giren kanlari v. cava
inferior’a tasirlar (Sekil 6).

2.2.4.3. Karacigerin Sinirleri

Sempatikleri nn. splanchnici’den, parasempatikleri ise sag ve sol n.
vagus“tan gelir. Bu lifler 6nce plexus coeliacus’u olustururlar. Buradan
cikan lifler a. hepatica propria ve v. portae hepatis etrafinda plexus
hepaticus adi altinda karacigere gider. Hepatik damarlarda sadece
sempatik liflerin bulundudgu, buna Kkarsilik safra kanallari ve safra
kesesinde ise her ikisinin de bulundugu belirtilmektedir. Sensitif lifler,
sempatik liflerle birlikte uzanir ve 8.-11. torakal medulla spinalis
segmentlerine gider. Bu nedenle karacigerin agrilari 10. interkostal sinirin
dagilma alani ve karnin yukari béliminde hissedilir (akseden agn).
Karacigeri 6rten peritonda sag n. phrenicus’'un dallari dagilir. Bu nedenle
karaciger peritonundan kaynaklanan agrilar, sag omuzda da hissedilebilir.

2.2.4.4. Lenf Drenaji

Karacigerin derinlerinden gelen lenf damarlarinin ¢odu porta
hepatis’e gelerek buradaki nodi lymphatici hepatici'ye acilirlar. Bunlarin bir
kismi safra kesesinin boynunun etrafindaki nodus cysticus ile foramen
bursa omentalis ¢evresindeki lenf nodulleri olan nodus foraminalis’e acilir.
Nodi lymphatici hepatici’den cikan lenf damarlari da nodi lymphatici
coeliaci‘den gecerek ductus thoracicus’a acilir. Derin lenf damarlarinin bir
kismi v. hepatica’lar takip ederek diaphragmadaki foramen vena cava'ya
gelirler. Bu lenf damarlari nodi lymphatica phrenici superiores’e, buradan
da nodi lymphatici parasternales’e acilir. Karacigerin yilzeyel lenf
damarlarinin ¢cogu porta hepatis’e giden derin lenf damarlan ile birlesir.
Area nuda’dan kaynaklanan lenf damarlar ise diaphragmadan gecerek
nodi lymphatici phrenici superiores, nodi lymphatici mediastinales
anteriores ve posteriores’lere ulasirlar. Buradan cikan lenf damarlar ise
truncus lymphaticus dexter ve ductus thoracicus’a acilirlar (Arinci ve
Elhan; 2006; Elhan vd., 2016).
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== V. hepatica’nin dallan

mmmmn V. portae hepatis'in dallar
—— A. hepatica propria'nin dallar
Ductus hepaticus’un dallan

&>

“ Sekil 2. 5. Karacigerin arter ve venleri (Prometheus, 2009)

2.3. Karacigerin Histolojisi

Karaciger dokusunun 9%?20'si bag doku, %80'i ise parankimal
dokudur. Karacigeri disaridan, kolajen ve elastik lifler iceren capsula
fibrosa, dnce loblarina daha sonra segmentlerine ayirarak sarar. Bu kapsdl
hilumdan iceri girerek karacigerin segmentasyonunu olusturur ve
karacigeri poligonal gorinimli klcik lobtllere ayirir. Bag dokusu iginde
damarlar, sinirler ve safra kanallar ilerler. Karaciger lobdilleri karacigerin
yapisal ve fonksiyonel birimleridir. Karaciger parenkiminin
dizenlenmesiyle ilgili Gg¢ farkli karaciger lobUli tanimlanmistir; klasik
karaciger lobull, portal loblli ve karaciger acinusu. Ancak en sik
kullanilani klasik karaciger lobuludidr (Demir; 2006, Miftioglu, 2009).
(Sekil 7).

2.3.1. Klasik karaciger lobiilii:

Klasik hepatik lobdl, 1 mm capinda ve 2 mm uzunlugunda, ortada v.
centralis’in  bulundugu, kordonlarin arasinda sinuzoid’lerin oldugu alti
kenarli prizma seklindeki yapidir. Lobllin ortasinda v. centralis bulunur.
Altigen lobdullerin agi olusturan koselerinde; portal venin ve hepatik arterin
birer dali ile bir safra kanali, ayni zamanda lenf damarlarini ve sinirleri
iceren portal alanlar goérullr bu yapiya portal pentad denir (Karaaltincaba
vd., 2007) (Sekil 2.6.). Burada bulunan araliga spatium interlobilare ya
da Kiernan araligi adi verilir. Kiernan arahdindaki lobll ko&selerindeki
norovaskuler yapilari cevreleyen Glisson kapsull ile hicre membranlari
arasida kalan araliga Mall aralid (limited zone) denir. Bu araliktaki
sinirlandinilmis duvar gérinimune ise ‘limited plate’ denilmektedir.
Karaciger lenfasinin kaynaklandigi yerlerden birinin Mall araligi oldugu da
dusunulmektedir (Standring, 2016).
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Sekil 2.6. Portal alan yapilan Mavi, ven; kirmizi, arter; sari, sinir; yesil,
ductuli biliferi; beyaz, lenf damar (Karaaltincaba vd., 2007)

2.3.2. Portal Lobiil:

Ortada portal alanin oldugu l¢ adet v. centralis'in arasinda bulunan
dcgen sekilli alandir. Portal lobilde safra salgilanmasi baz alinir. Burada
safra ©Once hepatositler arasindaki safra kanaliklllerine ardindan
kolanjiyollere bosaltilir. Portal alanin yakininda Hering kanali ile birleserek
portal alandaki U¢ elamanindan biri olan canaliculus (ductuli) biliferi ile
birlesir (Sekil 7).

2.3.3. Portal asinus:

Karaciger asinusleri birbirine komsu iki lobdllin, interlobller venullerin
terminal dallarindan beslenen kisimlarindan olusurlar. Asinuslerin
ortasinda portal ven dalindan baska bir arter dali ve safra kanall da
bulunur. Asinuslerin orta kisminda yer alan damarlara yakin olan hucreler
en c¢ok kanlanan hicrelerdir. Buna karsilik asintslerin dis kisimlarinda,
diger bir deyisle vena centralis’lere yakin olan hicreler ise en az kanlanan
hicrelerdir. Bu fonksiyonel bélimler, cesitli ajan ve hastaliklarin karaciger
parankiminde meydana getirdikleri farkli harabiyetin aciklanmasi
yonunden oldukca 6nemlidir (Aksoy; 95) (Sekil 2. 7).

Sekil 2. 7. Karacigerin lobul modelleri
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2.3.1. Karaciger zonlari:

Bir fonksiyonel Uiniteyi meydana getiren zon hicreleri farkli genotip ve
fenotipe sahiptirler. Portal alandan uzaklastikca, yani zon 2 ve 3 de,
hicreler farkli bir enzimatik fenotipe sahiplerdir. Hipoksi ve toksinlere
karsi daha farkli cevap verirler.

Birinci zon:

Portal alandaki kandan oksijeni, glikojeni ve diger besin maddelerini
alan periferik hicrelerdir. Glikojen en ¢ok bu hlcrelerde depolanir ayni
zamanda plazma proteinlerinin Uretimi en fazla burada olur. Bu zon klasik
karaciger lobulinin periferik kismina denk gelir (Sekil 2.8). Hepatositlerin
en geng hicerleridir. Karaciger rejenerasyonu lobilliin periferinden
basladigi icin burada bulunan hiicreler en geng hicreler olarak tarif edilir.
Metabolizma ¢ok hizh oldugu igin cok fazla oksijen ihtiyaglar vardir.
Kandaki zararlh maddelerden ilk buradaki hicreler etkilenir. Viral
hepatitlerde en fazla etkilenen hicrelerdir. Bu hiicreler zon 3 oldugunda
sintzoid endotelinin yaninda iki situn halinde bulunan bu hicrelerden bir
sutunu kendini apoptoz (programli 61im) yoluyla yok eder.

Ikinci zon:

Ara hucrelerdir. Butlin 6zellikleriyle Zon 1 ve zon 3 hicrelerinin ara
Ozelliklerine sahiplerdir (Sekil 2.8).

Uciincii zon (santral zon):

V. centralisin etrafinda yer alan en yasli, ama c¢ok dnemli gdrevleri
olan hicrelerdir. En 0Onemli goérevlerinden birisi saghkli karacigerde
spatium intercellularedeki safranin v. centralis’e akmasini engellemektir.
Sitokrom p450 enzimi en fazla bu hiicrelerde bulundugundan xenobiyotik
metabolizmanin ve detoksifikasyonun en fazla oldugu hicrelerdir (Sekil
2.8). Metabolizmalari yavas oldugundan oksijene az ihtiyag duyarlar.
Karacigerde fizyolojik ve patolojik yag birikimi bu zondaki hicrelerde
baslar. Beslenme yetersizligi gibi durumlarda ise yag depolanmasi periferik
zonda daha fazla olur (Arias vd., 2009, Standring, 2016).

Py = 1. zon 3. zon 2. zon
Portal triad : v. centralis

Sekil 2. 8. Karaciger zonlan (Lecluyse vd., 2012)
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2.3.2. Karacigerde Bulunan Parankimal Hiicreler:

Hepatositler: Lobil periferinden lobilin ortasina dogru isinsal tarzda
yerlesmis hucrelerdir. Kordonlar seklinde vyerlestikleri icin Hepatik plak
(Hepatik kord) veya devamliik goésteren hicreler (continious cell,
Muralium) olarak adlandinilirlar. Caplari 12-30 pm olan bu hicrelerin dmur
uzunluklari yaklasik bes aydir. Sindirim sistemi ile iliskili diger hiicreler ile
kiyaslandiginda nispeten daha uzun émirli hicreler olarak kabul edilirler.
Karacigerin parankimal hicrelerinin yaklasik %80‘ini olustururlar. Bir
hepatositin alti tane yilzeyi vardir. Bu yizlerden bir tanesi Disse araligina,
bir tanesi safra kanalina diger ylzeyler ise komsu hepatositlere bakar.
Safra kanali ve Disse araligina bakan yUlzleri ¢ok sayida dizensiz sekil ve
blyuklikte mikrovilluslardan olusmus olup alan olarak diger dort ylizeyin
her birinden alti kat daha genistir. Bu mikrovillus vyapilari, yapilari
nedeniyle konjesyon durumunda artan lenfa ve safra basincina karsi
koyabilirler. Diger doért ylizeyin her biri tight-junctionlar (siki baglanti) ile
komsu hepatositlere baglanirlar. Kolestaz ve diger karaciger hastaliklari
durumunda bu hicreler blyudikleri icin bu siki baglantilar hasarlanir ve
hiicreler lizise udrarlar. Sonucta safra ve lenfa karismaya baslar. Iste
sariligin (ichterizm) ilk baslangicinin patogenezi bu sekilde aciklanmaktadir
(Arias vd., 2009, Standring, 2016). (Sekil 2. 9)

Lobule
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Potal————— @ @ Hepatocytes
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|
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o 9,
Portal triads
ePortalvein
*Bile duct
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Hepatic vein
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... ’/ £+ Hepatic venous ...

sinusoids

Kiipffer cell (Y )

. . )
Sinusoid mm) Blood flow

l mp Bile flow
= s
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O hBile canaliculus

Space of Disse

=—Endothelium

Sekil 2. 9: Karacigerin histolojik yapilari (Glundtz, 2006)

Hepatositler blylk, yuvarlak ve merkezi nukleuslara sahiptir. Bazen
cGift cekirdekli olabilirler. Bazende poliploidi gdzlenir.
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Graniilli ER: Hepatosit sitoplazmasi genelde asidofiliktir. Grandlli
ER kesecikleri ve serbest ribozomlar ise sitoplazma icinde kimeler
olusturan bazofilik cisimcikler seklinde gé6zlenir. Bunlarin polizom ve
keseciklerinde: Kandan alinan cesitli amino asitler islenerek albumin,
fibrinojen, protrombin, lipoproteinler gibi bircok protein sentezlenir.
Granulli ER’ da sentezlenen bu proteinler genellikle sitoplazmada depo
edilmezler, direkt olarak kan dolasimina verilirler. Benzer sekilde,
vlicudun degisik hicre ve dokularinda protein metabolizmasi sonucu
olusan ve vilcut icin zararh olan protein atiklari kan yoluyla karacigere
ulastiginda, hepatositler tarafindan birlestirilerek (aminoasit
deaminasyonu) Ure'ye dondstlrilir ve bdébreklerden suzilmek UGzere
tekrar kana verilir. Bunlar karacigerin endokrin fonksiyonuna isaret eden
orneklerdir.

Graniilsiiz ER: Sitoplazma iginde genellikle daginik olarak bulunan
grantlstiz ER, hucrenin fizyolojik durumuna bagli olarak, granulli ER ve
Golgi aygiti arasinda da siklikla g6zlenir. Hepatositlerdeki grantllstiz ER;
stk alkol ve ilag (phenobarbital, anabolic steroid ve progesteron)
kullaniminda, kanser tedavisinde kullanilan bazi kemoterapétik ilaglarin
aliminda onemli miktarlarda artis  gOsterir. Granulsiz ER;
karbontetraklorir (CCI4) gibi bazi toksik maddelerin etkisinde daha hizl
bir metabolik aktivite goésterir. Granulstiz ER’da gergeklestirilen dnemli
islemler (asagdida anilan islemler bagslica granulsiz ER’da
gergeklestiriimekle birlikte bazilarinda grantlli ER’'unda katkisi oldugu
unutulmamahdir (Demir, 2006; Arias vd., 2009, Standring, 2016).

- Cesitli ilaglarin  ve maddelerin vicuttan atilmadan 6nce,
zehirlenmeyi 6énlemek icin oksidasyon, metilasyon ve konjugasyon
islemlerinden gegcirilerek etkisizlestiriimelerini saglayan enzimler granilsiiz
ER’da bulunur.

- Suda c¢6zinmeyen toksik bilirubin’i glukuronil transferaz enzimi
arciigiyla suda c¢oziinen ve toksik olmayan biluribin glukuronid’e
dondstardr. Bu bilesik buyltk oranda hepatositler tarafindan safra
kanalciklart icine atilir, bir kismida bdbreklerden suzllir. Bu olayda
aksama gorullirse sarilikla karakterize c¢esitli  hastaliklar gelisir.
Yenidoganlarda sikca gorilen sariligin (neonatal hiperbilirubinemi) nedeni
de hepatositlerde granllsiz ER keseciklerinin henlz yeteri kadar
gelismemis olmasinin sonucudur.

- Kandan alinan glukoz granuilsiz ER’da glikojene dénusturildikten
sonra sitoplazmada depo edilir (depo glikojen PAS boyamasi ile pozitif
boyanir). Depo glikojen granulsiiz ER keseciklerine yakin bir konumda
bulunur, kan glukoz diizeyi normalin altina disttglinde glikojen tekrar
granllstiz ER tarafindan glukoza dénutsturilerek kana verilir ve enerji
gereksinimleri igin kullanilir.
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- Hepatositlerde yag da sentezlenir (farkli boyutlardaki yag
damlaciklari uygun tespitlerden sonra Sudan veya toluidine boyamasi ile
iyi gosterilir). Vena porta yoluyla karacigere gelen yag asitleri (kompleks
lipidler olan silomikronlar lenf yoluyla tasinir) sinuzoidlerden Disse
araligina, oradan da pinositozla hepatosit icine alindiktan sonra granilsiiz
ER icinde esterlestirilerek trigliseridlere donustlrulir, daha sonra granalli
ve granllsiz ER is birligiyle lipoproteinler olusturulur, Golgi'de
yogunlastirilan ve ekzositozla hicreden atilan bu lipoproteinler kan veya
lenf yoluyla yag dokularina tasinarak orada depo edilirler. Memelilerin
aksine baliklarda karaciger ayni zamanda yag depo eden organ
ozelligindedir, balilk yadi olarak hekimlikte kullanilan preparat balik
karacigerinden elde edilir.

- Hlcre membraninin ana elemani olan ve diger birgok steroidin
preklrsorid olan kolesterol biyosenteziyle ilgili enzimler de granilstiz ER da
bulunur.

- Golgi aygiti is birligiyle sentezlenen c¢ok kiglik yogunluklu
lipoproteinlerin (very low density lipoprotein, VLDL) de bir elemanidir.

- Lipidlerin ve aminoasitlerin glukoneogenez adi verilen karmasik bir
enzimatik olayla glukoza doénustardlmesi (grandlsiz ve grandlli ER
birlikte).

- Deiyodinasyon yapar, tiroksin (T4) ve triiodotronin (T3)'den iyodun
uzaklastiriilmasi (grandlsiz ve grandllt ER birlikte).

- Alkol metabolizmasinda gorev yapar. Alkol midede emilimi takiben
karacigere gelir, hepatositlerde asetaldehit ve asetata metabolize olur
(1.yol; alkol dehidrogenaz (ADH), 2. yol; mikrozomal etanol okside edici
sistem (MEQS).

- Safra: Karacigerin ekzokrin salgisi olarak, hepatositlerde granilsiliz
ER’da sentezlenen en énemli Urln ise safra’dir (yetiskin bir insanda glnde
yaklasik bir litre salgilanir). Safra yapimi ve salinimi badirsaklardaki
enteroendokrin htcreler tarafindan salgilanan kolesistokinin, gastrin,
motilin gibi hormonlar ve otonom sinirler tarafindan regule edilir.
Hepatositler kandan aldigi su, elektrolitler (Na ve Cl), safra asitleri,
fosfolipidler, kolesterol ve bilirubin’i birka¢ islemden gegirdikten sonra
safraya donustirar.

e Duodenumda yadglarin emilsiyon haline getiriimesinde 6nemli bir
islem gdrerek bunlarin daha sonra pancreas enzimi olan lipaz tarafindan
sindirilmelerini ve emilmelerini saglar.

e Kolesterol, fosfolipidler, safra tuzlari, konjuge bilirubin ve
elektrolitlerin atilimini saglarlar.
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e Ilaclarin ve agir metallerin metabolik atiklarinin atilmasini saglarlar.
e IgA'yI bagirsak mukozasina tasirlar (enterohepatik sirkiilasyon).

Safra salgisi sitolitik etkili bir maddedir, bu nedenle kan dolasimindan
uzak tutulur. Iki hepatosit’in birbirine dénik vylzleri arasinda cok dar
tubuler bir arahk bulunur, safra kanalciklari sisteminin baslangicini
olusturan bu 0.5-1 mikronmetre capindaki kanallara safra kanalciklari (bile
canaliculus, kolanjioller) denir. Bu kanalciklarin capl sekresyon durumuna
gére daha da genisleyebilir. Hepatositlerin hiicre membrani bu bdélgede
ATP’ase etkisi goOsterir ve kapillarlarinin lumenine uzanan c¢ok sayida
mikrovilluslara sahiptir. Safra salgisinin etkisinden korunmak igin
kanalciklart olusturan membranlar 6zel bir glikokaliks ile kaplanmistir.
Kanalcigr olusturmak Uzere karsi karsiya gelen hepatosit membranlari
birbirleriyle zonula okludens ve dezmozom yapisinda badglantilarla sikica
birbirlerine baglanirlar, boylece safra salgisinin intersellller aralida ve
oradan da Disse araligina ve sinuzoidlere gegmesi Onlenmistir. Bu
kanalciklara yakin olan sitoplazma kisimlarinda bol miktarda aktin
filamanlar mevcuttur. Safra kanalciklarindaki akis yont lobcuk periferine
dogrudur, tam periferde bunlar kiglk safra kanallari'yla (bile ductules,
Herring kanallar) devam ederler, bunlarin duvarlari énce tek kath yassi
daha sonralarn kibik, soluk renkli epitellerle gevrilidir. Bunlar kisa bir
mesafe seyrettikten sonra Kiernan araligindaki safra kanallarina (bile
ducts, ductus biliferi) acilirlar. Ductus biliferiler giderek birbirleriyle
birlesirler ve nihayet sag ve sol hepatik kanallari (duktus hepaticus
dekster ve sinister) olusturarak porta hepatisten karacigeri terkettikden
sonra birleserek duktus hepaticus’u yaparlar. Ductus hepaticus safra
kesesinden gelen duktus sistikus ile birlestikten sonra duktus koledokus
adini alir ve pankreas’in kanaliyla birleserek duodenumun baslangig
kismina acilir. Safra kanallar baslangicta tek kath kibik, daha sonra tek
kath pirizmatik bir lamina epitelyalis ile bunun altinda ince lamina propriya
ve cok ince bir diz kas tabakasiyla sarilmistir). Hepatosit sitoplazmasi
Golgi aygiti, lizozom, peroksizom, mitokondriyon gibi organellerce de
oldukca zengindir (Demir, 2006; Arias vd., 2009, Standring, 2016).

Golgi aygiti: TEM ile incelemelerde rutin inceleme metodlarina gére
daha belirgin sekilde gdzlenirler, irili ufakh, Gg-besi birarada bulunan 50
kadar kesecik, vezikdl, vakuoller halindedirler. Bir kismi safra
kanalciklarina yakin konumdadirlar ki, muhtemelen ekzokrin safra
salinimiyla iliskilidirler. Diger bazi Golgi kesecik ve vezikilleri ise sinuzoidal
yuze yakin konumda bulunurlar, bunlar ise VLDL (very low density
lipoproteins), glikoproteinleri, plasma proteinleri ve diger lipoproteinleri
sentezleyip endokrin salgi olarak Disse araliklari araciligiyla dolasima
verirler (bu grubun icinde, buraya yakin granllstiz ve granllli ER
keseciklerinin genislemis kisimlari iginde de gdzlenen 25-80 nm capinda
yogun granuller salgi GrinG bulunur). Golgi aygiti ayrica lizozomlarin ve
peroksizomlarin olusturulmasi gibi islerde gbérev yapar.
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Lizozomlar; golgi aygitina ve safra kanalcklarina yakin
konumdadirlar. Normal lizozomik enzimlerin yanisira, TEM incelemelerinde
pigment grantlleri (lipofuscin), kismen sindirilmis sitoplazmik organeller
ve myelin figurleri de icerdikleri gozlenir. Kansizlik, viral hepatitler, basit
safra kanali tikanmalarina kadar degisen cesitli patolojik durumlarda
hepatositlerdeki lizozomlarin sayisinda artis géralir. Baslica fonksiyonlari
hicre ici yash organellerin yikimi ve déntsumudulr, demirin geri déntsumiu
icin demirli bilesiklerin yikiminda ¢cok dnemlidir, depo glikojenin turnover’i
icin de 6nemlidir.

Peroksizomlar; hepatositlerde bol (200-300 adet) bulunurlar (diger
bol bulunduklari bir hiicre de bdbrek hiucreleridir), lizozomlardan daha
klglUktlrler. Hicrede oksijenin bulundugu ana vyerlerden biridir, bu
nedenle mitokondriyonlara benzer fonksiyon yaparlar. Yaklasik 50 kadar
degisik enzim tasirlar. En 6nemli enzimleri oksidaz ve katalaz'dir. Oksidaz
Hidrojen peroksit olusumunu sadlar. Katalaz ise yag ve alkol
metabolizmasi sonucu olusan ve hicre igin toksik bir madde olan hidrojen
peroksitin yikilmasni saglar (katalaz enzimi bu Urliind oksijen ve su agida
cikartacak sekilde yikima udratir). Ayrica, purinlerin fazlasinin Urik aside
yikilmasi, kolesterol, safra asitleri ve myelin yapiminda kullanilan bazi
lipidlerin sentezi gibi gbrevlerle ilgili enzimler igerir.

Mitokondriyonlar; her karaciger hicresinde sitoplazma iginde
daginik olarak yuzlerce mitokondriyon bulunur (800-1000 adet kadar,
hatta daha fazla olabilecekleri bildirilmistir, 9 vital boyalarla iyi boyanirlar).
Cesitli metabolik olaylar icin gereken enerji (ATP) Uretimine yonelik
enzimler igerirler.

Endotel hiicreler; sintzoidlerin geperindeki hicreler olup, sintzoid
duvarini olustururlar. Bu hucreler bazal lamina icgermezler bunun yerine
Disse araliginda bulunan kolajen yapisindaki retikiler liflere tutunurlar. Bu
hicrelerin proliferasyonu TNF a ile yapilir.

Kolanjiyositler; Karaciger parankimal htcrelerinin %1’inden daha
azini olusturular. Safra kanalinin duvarinda bulunup luminal yulzeyleri
sterosiliali mikrovilluslar ile genisletilmistir. Bu strerosilialar sayesinde
primer safra bir seri sekretor ve absorbatif islemler ile ductal safraya
donistardalar (Miftioglu, 2009; Standring, 2016).

2.3.3.Karacigerde Bulunan Non Parankimal Hiicreler:

Kupffer hiicreleri; bu hlcreler yildiza (Sternzellen) benzedikleri igin
ilk kez 1876 da Karl von Kupffer tarafindan “stellat hUcreler” olarak
adlandirilmistir. Gray ve Kuhnel de bu ismi kullanmaktadirlar.

Sinuzoid lumeninde, endotele vyapisiktirlar, 0&zellikle periportal
zonlarda daha fazla sayidadirlar. Bakterilerin (kolon basilleri) %99’unu bu
hicreler yok ederler. Yani makrofajlar olup fagositoz yaparlar (RES
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hicreleri). Bu 0&zellikleri olmasaydi, kolon basilleri sistemik dolasima
gecerek septisemi olustururlardi.

Membranlarinda immunglobulin ailesinin reseptoérleri vardir (CRIg).
Bu nedenle immiun sistemin édnemli komponentleridirler. Tipki NK htcreleri
gibi, TNF-a ve interleukin-6 olustururlar.

Endotoksin, karbon tetraklorit, dimetilnitrosamin ve thioasetamid gibi
toksinler defenestrasyon olusumunu sadlarlar. Genelde defenestrasyon
sirozun erken déneminde olusur (Standring, 2016).

Ito = Stellat hiicreler; hipoksi, ven6z basing artisi, radyasyon, asiri
soguk, metastatik timor invazyonu veya virlsler gibi farklh patolojik
kosullarda fenestral dinamikler degisebilir. Ilk kez 1950 de Toshio Ito
tarafindan adlandirildilar. Karacigerdeki miyofibroblastlar olup mezensimal
orijinlidirler. Disse arahdinda bulunan bu hareketsiz hepatik stellat
hicreler, A vitamini ve yag depolarlar. Fibrozis islemini adeta bir orkestra
gibi ybneten hicrelerdir. Kronik KC hasarinda aktive olurlar, kolojen
olusumuna neden olup, kontraktil 6zellige kavusurlar ve sitokinlerle
kemokinleri salgilarlar.

Aktivasyonlari Kupffer, endotelial, hepatositler ve plateletlerden gelen
sinyaller sayesinde olmaktadir. Bu aktivasyon fibril olusturan skar
matriksinin birikmesine neden olur. Bu da hepatosit mikrovilluslarinin ve
sintzoidal endotelial fenestralarin kaybolmasina neden olur. Bdylece
hepatik fonksiyonlar bozulur.

Pit hiicreleri; karaciger, Kupffer hicrelerine ilave olarak bir gesit
lenfosit subpopulasyonu olan Pit hlcrelerini de icerir. KC deki sayilar
nonparankimal hicrelerin yaklasik %1’i kadardir. Disse araldinda
bulunurlar.

Kemik iliginden orijin alirlar, kanda dolasirlar, KC de yogunluklarini
azaltip grandl sayilarini arttirarak Pit hucrelerine doénusurler. KC de
yaklasik 2 hafta kalirlar. Yasamlari Kupffer hiicrelerinin varhidina baghdir.

NK hicreleri olup, en dnemli fonksiyonlari viruslerle enfekte olmus ve
malignant hucrelerin yok edilmesidir. NK hicreleri interleukin-2 tarafindan
aktive edilirler. Bu nedenle “lenfokin activated killer (LAK)” hicreler olarak
da adlandirilirlar.

NK hicrelerinin  goérevleri; NK hucreleri KC hicreleri  enfekte
olduklarinda ilk 5 gunlUk strecte etkilidirler. Nukleusu olan tim hcrelerde
MHC1 denilen bir ylizey proteini vardir. Yani kimligimiz vardir. Hicre igci
virls, bakteri enfeksiyonunda ve kanserlesme durumunda bu proteinlerin
sayisinda azalma olur. NK hucreleri “polis” gérevi goérir. MHC1 proteininin
azalmasi durumunda polisin yani NK hicrelerinin kimlik sorgulamasina
gerekli cevap alinamadigi icin NK hucreleri hicreyi oldartr. Hucre
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oldarilmesi islemi sdyle olmaktadir: NK hicreleri “perforin” denilen bir
enzim ile hicre membraninda delikler acar ve hemen “granzim” denilen bir
enzim gonderir. Granzim iceri girer ve hlcreyi apopitozise yénlendirerek
oldarar. Ik 5 giinden sonra NK hiicrelerinin etkisi olmaz, zaten sayilari da
cok fazla degildir. Bundan sonra CD8 denilen T sitotoksik hiicreler ortaya
cikar. Artik hucrelerin yok edilmesi bunlarin etkisine baglidir (Gilindiz,
2006, Standring, 2016).

Sinuzoidler; portal alandaki v. interlobares’lerin devami seklinde
olan vyaklasik 1mm uzunlugundaki 10-30 pm capinda dusik basingli
vaskiler kanallardir. Bir karacigerde 2 milyondan fazla sayida oldugu
bildirilmistir. Karacigerin tim damarlarinin %60’hk kismini olustururlar.
Toplam uzunluklar karacigerdeki kan volimid ve sinlzoid capinin
hesaplanmasiyla olglilmektedir. Bu hesap ile bir karacigerdeki tim
sintizoidlerin uzunlugu yaklasik 4 km'dir.

Portal alandan baslayan sinlUzoidlerdeki kanin hidrostatik basinci 3
mm Hg'dir. Dolayisiyla kan yilksek basingtan dislik basinca dogru
otomatik olarak akar. V. centralis’ler birleserek v. hepatica’lara agilirlar. V.
hepaticalar da ¢ adet olmak kaydiyla (v. hepatica dextra-sinistra-media)
v. cava inferior'a acilirlar. V. hepaticalardaki hidrostatik basing 5 mm Hg,
v. cava inferiordaki basing ise 10 mmHg'dir. Bu durumda santral
venlerden hepatik venlere ve hepatik venlerden v. cava inferior'a kan
akiminin nasil olustugu sorusu olusur. Bu sorunun cevabi kalbin v. cava
inferior Uzerine olan negatif yani vakum etkisi yaratan emis glcundedir.
Bu da kalp kasi ile dogru orantilidir. Kalp kasinin ejeksiyon fraksiyonu
normal dedger olan %50-70 arasinda ise herhangi bir sorun
yasanmamakta, konjestif kalp yetmezligi gibi bazi hastaliklarda veya kalp
kasi glicinin azalmasina dolayisiyla ejeksiyon fraksiyon dederinin diasttga
hastaliklarda kalbin emis glicli azaldiginda periferde gollenme ¢ikmakta ve
zon 3 portal tansiyonu olusmaktadir.

Sinlzoid igindeki kan, sadece v. portae ile gelen kan degildir. Portal
alandaki a. hepatica proprianin u¢ dali olan a. interlobularesdeki arterial
kan da lobdl icinden sintzoidlere drene olmaktadir. Bu nedenle sinlzoid
icindeki kan oksijen ve diger kanin sekilli elemanlarini da icermektedir.

Sintzoid endotelini olusturan endotel hicreler arasinda fenestralar
(por) bulunmaktadir. Bu pencereler sayesinde sinlzoid icindeki kanda
bulunan oksijen, lipid, protein, karbonhidrat, vb. hlcrelerin ihtiyag
duydugu maddeler sinldzoid icinden Disse araligina gegmektedir.
Fenestralarin kapandigi ya da Kupffer hicrelerinin sayisinin azaldigi
karaciger yikimina bagdli hastaliklarda (HCC) 6rnedin; steatoz, alkolik siroz,
hemakromatozis ve Wilson hastaligi gibi, hepatositler oncelikle oksijen
azligindan sonra besin eksikliginden lizise ugramaktadirlar. Bu olay da
sariigin (ichterizm) baslamasina neden olmaktadir (Glndlz, 2006; 2009,
Standring, 2016).
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Fenestra; insanlarda sadece KC ve bobrek “acik fenestrali” sisteme
sahiptir. Genelde endotelial fenestralar 150-175 nm capinda olup,
periportal alandan santral zona gittikge caplarn kigulirken, sikhiklari her
pum? de 9’dan 13 ‘e ulasmaktadir.

Fenestralar dinamik vyapilardir. Yani caplart ve sikliklari, farkli
hormonlar, ilaglar, toksinler, hastaliklar veya hlcre disi matriksdeki
degisikliklere gére dedismektedir. Ornedin; pantetin, asetilkolin ve etanol
caplarini genisgletirken, nikotin, uzun sireli etanol alimi, adrenalin,
noradrenalin veya serotonin, endotelial porositeyi azaltmaktadir.

1983 de Oda ve ark. komsu fenestralarda aktin filamanlarinin
oldugunu gostermislerdir. Daha sonra yapilan calismalarla sadece aktin
degil, miyozin ve kalmodulin’in de oldugu gosterilmistir.

Ilk kez 1986 da fenestralar etrafinda “kalsiyum-kalmodulin-
aktomiyozin sistemi” nin oldugu ve fenestral gap regillasyonunda bu
sistemin anahtar rol oynadigi gosterilmistir.

Nikotinle oral olarak beslenen farelerde veya glinde 2 paket sigara
icen insanlarda, KC'in kalbursu plaklarindaki porosite azalmakta, serum
kolesterol seviyeleri artmaktadir.

Her ne kadar defenestrasyon islemi hepatotoksinlerin ortamdan
uzaklastiriilmasi ile reversible bir islemmis gibi gériinsede, endotelial bazal
membran olusumundan sonra bu islem irreversible hale déntsmektedir.
Cunka fibrozis o6ncesi bu endotelial hicreler basal lamina icermezler,
fibrozisle birlikte basal lamina olustugu icin Disse aralidina gegis olamaz.

Disse araligi = perisinuzoiadal aralik; sinuzoid duvar ile
hepatositler arasinda bulunan 0,3- 0,5 pm genisligindeki arahktir. Bu
araliktaki sivi sinlizoid icindeki kan plazmasi iceriginden olusmaktadir.
Disse araligi hepatositlerin oksijen ve besin ihtiyaglarinin karsilandigi tek,
ilk ve son araliktir. En éenmli gorevlerinden birisi konjesyon durumunda
karacigerin artmis kan basincina dayanmasini saglamaktir. Bunu da
hepatositlerin ylzeyindeki mikrovilluslar yapmaktadir. Bu aralikta bulunan
plazmaya Hepatosit ve diger parankimal hiicreleri yani atiklari karistigi igin
artik bu siviya lenfa adi verilebilir. Disse araligi konjesyon durumunda 10
ile 15 kat kadar genisleyebilmektedir. Bu araliktaki lenfanin akim yoénu
lobldlin merkezinden periferine dogrudur (Gindiz, 2006; Demir, 2006;
Standring, 2016). (Sekil 2. 10)
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Sekil 2. 10: Karacigerin histolojik yapilari

2.4. Karacigerin Fizyolojisi

Karaciger yap! ve fonksiyonu geregi olarak adaptasyon yetenegdi en
yuksek, ayni zamanda endokrin ve ekzokrin salgl yapan bir organdir.

Karbonhidrat metabolizmasi: saraciger kan glukoz
konsantrasyonunun yaklasik 90 mg/dl seviyesinde tutulmasini sadlar.
Ancak glukoz seviyesi dlserse hepatositler glikojen deposundan glukozu
serbestlestirerek kana verirler. Tersine glukoz seviyesi artarsa glikojen ve
yaga donustlrerek depolarlar.

Safra salgilanmasi: safra, su, elektrolitler, safra pigmentleri ve
safra tuzlarindan olusmaktadir. Safra tuzlar badirsaklarda lipidleri
emulsiyon haline getiren, kolesterol ve lipidleri solisyon halinde tutan
maddelerdir. Karaciger kolesterol, lesitin, yag asitleri ve safra tuzlarindan
olusan bir sivi olan safra sekresyonu yaparak sindirime katilmaktadir.

Protein sentezi: hepatositlerde cesitli plazma proteinleri (albumin,
fibrinojen, protrombin ve koagulasyon faktérleri V, VII ve IX) ve ayrica
hicre icin gerekli olan lipoproteinler, glikoproteinler, ve non-immun
globulinler sentezlenir.

Depolanma Foksiyonu: yadda eriyen A, D, E ve K vitaminleri ile
B12 ve B9 vitaminlerini kandan absorbe eder ve depolar. Bunun yaninda
vicuttaki demiri ferritine dondsturir ve depolarlar.

Detoksifikasyon ve Inaktivasyon: Bobrekten atilamayan pek cok

zararh Urin hepatositlerde oksidasyon, metilasyon ve konjugasyon yolu ile
zararsizlastirihir.
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Makrofaj Sistemi: Bagirsak kapillerlerinden akan kan bagirsaklardan
bircok bakteriyi de beraberinde goéturir. Hepatik vendz sinlislerde yer alan
blyuk fagositik makrofajlar olan Kupffer hicreleri, sinizoidlerin icinden
gecen kani etkili bir sekilde temizlemektedirler.

Metabolik Fonksiyonlari: Karacigerin blylk miktarlarda glikojen
depolama, galaktoz ve fruktozu glikoza cevirme ve glikogenez gibi
karbonhidrat metabolizmasi Uzerinde &6zgin fonksiyonlari vardir.
Karaciger, diger vicut fonksiyonlari icin enerji saglamak (zere vyag
asitlerinin oksidasyonunu yapar. Kolesterol, fosfolipid ve protein sentezi,
karbonhidrat ve proteinlerden yag sentezi yapar. Protein metabolizmasi
Uzerinde ise amino asitlerin deaminasyonu, Ure olusumu ile amonyadin
vlicut sivilarindan uzaklastirilmasi, plazma proteinlerinin olusumu ve
vucuttaki metabolik olaylar icin 6nemli olan amino asitlerin birbirine
dénustlrtlmesi gibi 6nemli fonksiyonlari bulunur (Sodeman, 1991;
Cavusoglu vd., 2011; Standring, 2016).

2.5. KARACiGER YAGLANMASI

Karacigerde yadglanma goérilen bitin durumlar kapsayan genel bir
kavram olarak dusundlmelidir. Hepatit C veya Hemokromatozis gibi
yaglanmanin siklikla gorildigi bazi hastaliklarda karaciger yaglanmasinin
mevcudiyetinden bahsedilebilir ancak bu gibi durumlar yagli karaciger
hastaligi olarak dederlendirilemez (Sonsuz, 2011). Nonalkolik yadli
karaciger hastaligi (NAFLD), cesitli iliskili bozukluklari tanimlamak igin
kullanilan semsiye bir terimdir (Jonathan, 2011). Kendi icerisinde bazi alt
gruplari barindirir.

1. Steatoz: (Nonalkolik karaciger yaglanmasi): Bu hastalarda
karacierde  yaglanma  gorilmekte, fakat iltihabi infiltrasyon
bulunmamaktadir.

2. NASH (NASH): Karacigerde yaglanma ile birlikte alkolik karaciger
hastaliginda oldugu gibi hepatositlerde balonlasma, iltihabi infiltrasyon ve
bazi olgularda Mallory cisimcikleri, megamitokondria, fibrozis gibi
bulgularin mevcut oldugu hastaliktir (Sonsuz, 2011). Eriskinlerde genis bir
bulgu yelpazesi vardir; makrovesikiler veya nadiren aktif inflamasyon
bulunmayan aktif inflamasyonlu mikrovesikller steatoz, hafif ile orta
derecedeki fibrozis veya siroz. Inflamasyon yoksa basit bir steatozis olarak
kabul edilir, ¢clinkii NASH inflamasyon ve / veya fibrozis icerir. Inflamasyon
bulgulari arasinda, hepatositlerin dejenerasyonu veya fokal hepatosit
balonlagsmasi yer alir. Hafif NASH'de makrofajlar mevcut tek inflamatuar
hicre olabilir, ancak daha aktif lezyonlarda nétrofiller genellikle dejenere
olan hepatositlere bitisik olarak bulunur. Mallory cisimcikleri (alkolik
hiyalin) hepatositlerde bulunabilir. Eger mevcut degilse, ubikuitin igin

27



histolojik boyama bu 6zelligi ortaya cikarabilir. Inflamasyon ve fibrozis
perivenuler zonda tipik olarak en siddetlidir (Roberts,2005).

En erken safha hepatik steatozdur ve hepatosit sitoplazmasinda lipid
damlaciklari olarak TG'nin birikimi ile karakterizedir. Steatoz, yadsiz,
saglikl bireyler icin (yani gr karaciger basina> 55 mg) 95 persentili asan
karaciger TG seviyesi veya hepatositlerin %5'inden fazlasindaki
sitoplazmik TG damlaciklarinin varligi olarak tanimlanir. Hepatik steatoz
genellikle kendi kendine sinirlidir, ancak NASH'ye (alkolsiiz steatohepatit)
ilerleyebilir (Jonathan, 2011). NASH, hepatosit hasarinin (hepatosit balonu
ve hicre 6limu), inflamatuvar infiltratin ve / veya kollajenin ¢ékelmesinin
(fibrozis) varligi ile basit steatozdan ayirt edilir. Steatozun NASH'dan dnce
gelip gelmedigi veya steatoz ile NASH'nin farkl bozukluklar olup olmadigi
bilinmemektedir. NASH, sirayla siroza ilerleyebilir; NASH'li bireylerin %10
ila %29'u 10 vyl icerisinde siroz olusturur (Argo ve Caldwell, 2009).
Sirozda, hepatositler esas olarak tip 1 kollajenden olusan yara dokusu ile
degistirilir.  Kollajen, karaciger hasariyla aktive olan karaciger
rejenerasyonunda o6nemli bir rol oynayan stellat hicreler tarafindan
Uretilir. Siroz sonunda karaciger kanserine ilerleyebilir; NASH ile
indiklenen siroz hastalarinin %4 ile %27'sinde hepatoseliler karsinom
gelisir (Starley vd, 2010). Karaciger TG igerigi, noninvazif gorintileme
yontemleri ile nicellestirilebilir, ancak NAFLD evresini belirlemek igin
karaciger biyopsileri gereklidir.

Karacigerde TG birikimine neden olan faktorler ve steatozdan
steatohepatite gecgisler ve insanlardaki siroz net bir sekilde
tanimlanmamistir. Insanlardaki steatozdan steatohepatite gegisin belli
Ozelliklerini gdsteren fare modelleri, bu durumun gelisimine katkida
bulunabilecek muhtemel patolojik mekanizmalar hakkinda Dbilgi
saglamistir, ancak insanlardaki bu yolaklarin goéreceli roli kesin olarak
belirlenmemistir (Hebbard ve George,2011).

2.5.1. Epidemiyoloji

Nonalkolik yagl karaciger hastaligi (NAFLD), bati Ulkelerinde yetiskin
nufusun %30'unu, diabetes mellitus ve / veya obez olan hastalarin %60-
80'ini etkileyen o6nemli bir saglik problemidir (Ratziu vd.,2000;Ratziu
vd.2010). 2011 Ulusal Saghk ve Beslenme Sinav Anketi, NAFLD'nin
obezite ve tip 2 diyabet ile iliskili oldugunu belirten 1988-1994
arastirmasindan bu yana, NAFLD, obezite ve tip 2 diyabet oranlarinin
zamanla koordineli olarak arttigini bildirmistir (Younossi vd.,2011). Buna
ek olarak, cocuklarda ve ergenlerde NAFLD prevelansinin giderek arttigi ve
yaklasik %10 oldugu bildirilmistir (Patton vd.,2006; Shicwimmer
vd.,2006). NASH'lI yetiskinlerin yaklasik 9%?20-25'inde 10 vyil iginde
karaciger sirozu gelistigi, (Yasutake vd., 2014) sirozlu NASH hastalarinin
%38.6'sinda 12 yilda hepatosellular karsinom gelistigi (Krawczyk vd., 2009)
bu oran % 11.3'lere ciktiginda 5 yil iginde olustugu bildirilmistir (Yatsuji
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vd., 2009). Yeni bir meta-analizde, NASH'li hastalar basit steatozlu
hastalarla karsilastirildiginda, karaciger ile iliskili 6lim oranlarinda daha
yuksek bulunmustur (Musso vd., 2011). Buna ek olarak NAFLD,
kardiyovaskuler hastalik (KVH) icin bir risk faktdérd olarak dtsundlir,
cinkd NAFLD'li bircok hastada metabolik bozukluklar gelistirir (Angulo
vd.,2002). Biyopsi ile kanitlanmis NAFLD olan ve ortalama 13.7 wvil
boyunca takip edilen 129 hastayi kapsayan bir calismada, kardiyovaskduler
olaylardan kaynaklanan mortalitenin karacigerle ilgili mortaliteden daha
ylksek oldugu bulunmustur. Bununla birlikte NASH'li kardiyovaskiler
hastalarinin mortalitesinin referans popullasyonuna gére iki kat daha fazla
oldugu ortaya cikmistir. Benzer sekilde, ortalama 28 vyildir izlenen Isvecli
NAFLD hastalarinin bir kohort calismasinda, KVH ‘li NAFLD (OR = 1.69) ile
KVH’li NASH (OR = 1.86) olan hastalar karsilastirildiginda, NASH olan
hastalar icin mortalite risklerinin daha yliksek oldugu ortaya konulmustur.
Baslangicta KVH teshisi konmamis 2103 hastada, ortalama 5 yil boyunca
takip edilen diger bir 6rnek, ic ice gegmis, vaka-kontrol galismasi NAFLD
varhginin artan KVH riski ile anlamli derecede iliskili oldugu bulunmustur
(OR = 1.84) ve bu iliski klasik risk faktorlerinden bagimsiz gikmistir
(Tarcher vd., 2005).

2.5.2. NAFLD / NASH Histopatolojik Ozellikleri

Hepatoselller steatoz NAFLD'nin belirleyen faktoérdir ve hepatositlerin
%>5'inden fazlasindaki steatoz, NAFLD tanisi igin gereklidir (Brunt ve
Tiniakos, 2009; Yeh ve Brunt ,2007; Bondini vd., 2007). Hepatoselller
steatoz iki tipe ayrlir: makrovesikiler ve mikrovesikuler. Makrovesikiler
steatozda, tek, blylk bir yag damlacigi veya daha kiglk tanimlanmis yag
damlaciklari, hepatositlerin sitoplazmasini disari c¢eker ve ¢ekirdegdi
cevreye dogru iter. Mikrovezikiler steatozda, hepatositlerin sitoplazmasi,
minik lipid damlaciklari ile doludur ve cgekirdek, hicrenin merkezinde
bulunur. NAFLD'deki steatoz genellikle makrovesikilerdir. Bununla birlikte,
mikroskobik steatoz da mevcut olabilir. NAFLD'li hastalardaki biyopsilerin
yaklasik %10'unda mikrovesikiler steatozun var oldugu bildirilmistir
(Tandra vd., 2011). NAFLD'deki steatoz, 3. zonda baslar, ancak siddetli
steatozda panasinar steatoz goérllebilir. Steatozun giderek artan
siddetinin, lobdler inflamasyon, zon 3 fibrozis ve kesin steatohepatit ile
pozitif iliskili oldugu bildirilmistir (Chalasani vd., 2008).

Panasinar steatoz, balonlasma, Mallory-Denk cisimcikleri (MDB) ve
daha ileri fibroz ile zon 3 steatozu karsilastirildiginda zon 3 steatozu daha
sik ortaya cikmistir (Chalasani vd., 2008).

NASH'da intralobiler inflamasyon mevcuttur. Genellikle hafiftir ve
karisik inflamatuar hicre infiltrati (lenfositler, ndétrofiller, eozinofiller ve
Kupffer htcreleri) icerir. Polimorf hicreler bazen balonlasmis hepatositleri
cevreler (genellikle bir MDB igerir). Bu lezyona "satellitoz" denir
(Takahashi ve Yoshihisa, 2014).
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Parcalanmis lobller mikrogranulomalar (SinlGzoidal Kupffer hicre
agregalari) ve lipogranilomlar (yag damlaciklarinin yani sira iltihaplanma
hicrelerinin  ve  kolajen karisimlarini  iceren) NASH'de siklikla
gorulmektedir. NAFLD / NASH'da portal inflamasyon genellikle yoktur veya
hafiftir ve cogunlukla lenfositlerden olusur. Portal inflamasyon orantisiz
derecede siddetli oldugunda, diger karaciger hastaliklarinin (hepatit C ve
otoimmUn hepatit gibi) eslik edebilecegi dusinilmelidir. NAFLD / NASH
tedavisinden sonraki iyilesme evresinde portal kronik inflamasyon lobuler
Ozelliklere gore artabilir veya dusebilir (Brunt, 2012). Kronik portal
inflamasyon (hafiften daha fazla), steatoz, balon ve gelismis fibrozisin
miktari ve yeri ile iligkilendirilmistir (Brunt vd., 2009; Rakha vd., 2010).
Bu nedenle, tedavi edilmemis NAFLD'de hafif kronik portal enflamasyonun
Ustinde olmasi ileri hastaliklarin bir isaretidir. Hepatoselltler balon, nadir
gorulen sitoplazmasi sismis hepatositler olarak karakterize edilir ve
hepatoselliler hasari yansitir. Balonlu hepatositlerde yag damlaciklari ve /
veya MDB'ler gdzlemlenebilir. Hepatosellller balonlagsmanin intermediat
filament sitoskeletonunun degismesinden kaynaklandigi disintlmektedir.
Balonlu hepatositlerde, iki hepatosit keratin sitokeratini 8 ve 18 dagilir ve
artik sitoplazmada goérilmez. Bunun yerine gevrelere dagiimistir (Brunt,
2010).

Hematoksilen ve eozin ile boyanan slaytlarda balonlu hepatositlerin
taninmasi zor olabilir (H ve E), sitokeratin 8/18 immun boyanin kaybi,
balonlu hepatositlerin objektif bir markeri olabilir (Lackner, 2008). Fibrozis
NASH'da fibrozisin karakteristik 6rnegi perisiniizoidal / perisellller alanda
gorulen fibrozdur ve tipik olarak 3. zonda baslar. Mason trichrome veya
retikulin boyama, fibrozisin dederlendirilmesinde yararh olabilir.

NAFLD'deki fibroz genellikle aktif bir nekroinflamatuar reaksiyon ile
gbzlenir. Bununla birlikte, aktif lezyonsuz fibrozis de ortaya cikabilir ve bu
gibi durumlarda énceden steatohepatit ataklari gorilmektedir (Tiniakos,
2010). NASH ilerledikce, portal / periportal fibroz, kdpru fibrozisi ve
karaciger sirozu meydana gelebilir (Argo vd., 2009). Ileri fibrozis veya
sirozda steatoz ve nekroinflamatuar reaksiyonlar kaybolabilir ve bu durum
yanik NASH olarak bilinir (Caldwell vd., 2009). Bu semptomlari olan
hastalara kriptojenik siroz tanisi konur ve NAFLD / NASH'In kriptojenik
sirozun onde gelen nedenleri oldugu tahmin edilmektedir (Caldwell vd.,
1999; Poonawala vd., 2000; Struben vd., 2000). NASH ile iligkili siroz en
sik makronoduler veya karisiktir (Brunt ve Tiniakos, 2010). Glikojenlenmis
cekirdekler, periportal hepatositlerde siklikla gézlemlenen vakuolize
cekirdeklerdir ve genellikle NAFLD'de goéruliurler. Bu cekirdeklerin varhgi
NASH ve alkolik steatohepatit (ASH) arasinda ayrim yapmak igin
yararlidir, cinkl bunlar ASH'de nadiren gérulir (Pinto vd., 1996).

Mallory cisimcikleri hepatositlerin sitoplazmasinda bulunan eozinofilik
duzensiz sekilli agregalardir. Bu yapilar genellikle 3. zondaki balonlasmis
hepatositlerde goézlenir ve esas olarak sitokeratin 8 ve 18, ubikuitin ve
p62'den olusur (Zatloukal vd., 2004; 2007;). Balonlasmis hepatositlerde
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Mallory cisimcikleri mevcut oldugunda, imminohistokimyasal olarak
sitokeratin 8 ve 18 agrega olarak tanimlanabilirler (Brunt, 2010). Bununla
birlikte, Mallory cisimciklerinin varhdi cok gerekli olmamakla birlikte varligi
NASH'nin teshisi icin yararhdir. Mallory cisimciklerinin varligi sadece
NASH'a 6zgl degildir, alkolik hepatit, kronik kolestaz ve HCC dahil diger
karaciger hastaliklarinda da go6zlenmektedir (Denk vd., 2000). Alkolik
hepatitte Mallory cisimcikleri balonsuz hepatositlerde de go6zlenir (Tablo
2.1.).

Demir birikimi NAFLD / NASH'de demir birikimi genellikle hafiftir ve
hepatositler, retikiloendotel sistemin sinlzoidal astar hlcreleri veya her
ikisinde de ortaya cikabilir (Brunt, 2010). Nelson ve ekibi (Nelson vd.,
2011) retikiloendotelyal sistemde demir birikimi olan NASH hastalarinin,
hepatositlerde demir birikimi olan hastalara kiyasla ileri fibrozise sahip
olma olasiiginin daha vylksek oldugunu bildirmislerdir. Bu sonuclar
celiskilidir ve NASH'da demir birikiminin 6dnemini aydinlatmak igin ileri
calismalara ihtiyag vardir.

Megamitokondriyum Megamitokondri, hepatositlerin sitoplazmasinda
yuvarlak veya kristal seklinde yapilardir. En sik mikrovesikuller steatozlu
hepatositlerde gorulirler. NASH'daki megamitokondriyalar tim bdlgelerde
esit olarak dagitilir ve benzer sekilde diislik ve ylksek evre gruplarinda bol
miktarda bulunurlar (Le vd., 2004). Megamitokondriyanin NASH'de
lezyonlari iyi anlasiimamasina ragmen, lipid peroksidasyonundan
kaynaklanan hasarin sonucu oldugu veya adaptif bir dedisimi temsil ettigi
disdnulmektedir (Brunt, 2010).

Diger bir bulgu olan duktular reaksiyon, portal yol araylziinde
ductular proliferasyona neden olmaktadir. Bu durum periportal bdlgedeki
progenitér hicrelerden kaynaklanir ve poliferasyona noétrofiller ve stromal
degisiklikler de eslik eder (Brunt, 2010). NASH'de ductular reaksiyonun
derecesi fibrozis ile iligkilidir (Richardson vd., 2007).

2.5.3. NASH Degerlendirmesi ve Siralama

Brunt ve ekibi (Brunt vd., 1999), hepatoselller steatozu, balon
derecesi ve inflamasyon (intralobller ve portal) derecesine dayali NASH'in
nekroinflamatuar siniflarini grade 1 (hafif), grade 2 (orta) ve grade 3
(siddetli) olarak siniflandirmiglar (Tablo 2.2.). Ayni zamanda, fibrozisin
yeri ve derecesine dayall olarak evreleme igin bir puanlama sistemi
Onermislerdir; 1. evre; 3. zon perisinltsoidal fibroz, 2. evre; evre 1 ile
portal fibroz; 3. evre, ikinci evre ve kopru fibrozisi; ve evre 4, siroz (Tablo
2.3.). NASH Klinik Arastirmalar Agi (NASH CRN) daha sonra evre 1'i 3
kategoriye siniflandirmistir: evre 1A, 3 zonda hafif perisinisoidal fibrozis;
Evre 1B, 3. zonda orta derecede perisintsoidal fibroz; ve evre 1C, sadece
portal / periportal fibroz (Kleiner vd., 2005). Evre 1C fibrozis, zaman
zaman c¢ocuklarda veya siddetli obez hastalarda goérdlir. Buna ek olarak
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NASH CRN, klinik arastirmalarda kullanilmak Gzere NAFLD Aktivite
Skorunu (NAS) tasarlamistir (Kleiner vd., 2005). Bu skor, basit steatoz da
dahil olmak lzere tim NAFLD spektrumu icin kullanilabilir. Skor, steatoz
(0-3), lobuler inflamasyon (0-3) ve balonlasma (0-2) icin skorlanarak
toplam olarak hesaplanmis ve 0 ila 8 araliginda dederler verilmistir.
NAS'nin temel amaci, NASH icin tanisal kriterler yerine, zamanla dedisen
histolojik degisikliklerdir. Ancak bazi calismalar, NAS = 5'in NASH'nin
histolojik tanisi icin bir kriter olarak, NAS > 5'in esik dederlerini
kullanmistir, cinkii NAS = 5'in NASH tanisi ile korele oldugu ve
biyopsilerin skorlari < 2 "NASH degil" olarak teshis edilmistir. Son
zamanlarda Brunt ve arkadaslari NASH CRN calismalarinda 976
yetiskinden alinan biyopsileri gbzden gecirmisler ve kesin NASH'ye sahip
biyopsilerin yalnizca %75'inde, buna karsilik sinirda NASH'nin %?28'i ve
"NASH" olmayan biyopsilerin %?7'sinde NAS = 5 bulmuslardir. Ayrica NAS
> 5 olan olgularin %3'G "NASH" degil, NAS < 4 olan olgularin %29'u NASH
olarak bulunmustur. Bu nedenle arastirmacilar kesin NASH tanisinin veya
NASH vyoklugunun NAS’In esik dederleri ile her zaman korelasyon
gOstermeyecegi sonucuna varmislardir (Takahashi ve Yoshihisa, 2014).

Tablo 2.1 NASH igin histopatolojik anomaliler (Takahashi ve Yoshihisa, 2014)

Histopatolojik anomaliler

Gerekli bilesenler ;

o Steatosis (makro> mikro, 3. zonda vurgulanir)

° Lobiler inflamasyon (karisik, hafif; daginik polimorfonulkleer I6kositler ve
mononukleer hicreler)

o Hepatoselller balonlasma (steatotik karaciger hiicrelerinde, genellikle 3.

zonda en belirgin olan)
Genellikle mevcut; ancak teshis icin gerekli olmayanlar;
o Perisinusoidal fibroz (3. zonda)
o Hepatosellller glikojenlenmis cekirdekler (1. zonda)
o Lipogranulomalar (lobuller halinde, boyutlari dedisir, ancak genellikle
kiglktir)
Asidofil cisimleri veya periyodik asit Schiff lekeli Kupffer hiicreleri Yag kistleri
Teshis icin gerekli olabilir ancak mevcut olabilir
Mallory-Denk cisimcikleri (balonlu hepatositlerde)
Demir birikimi (hepatositlerde veya sintzoidal astar hicrelerinde)
Megamitokondri (hepatositte)
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Tablo 2.2. Non alkolik steatohepatit icin derecelendirme ve evreleme sistemi
(Takahashi ve Yoshihisa, 2014)

Non alkolik steatohepatit icin derecelendirme ve evreleme sistemi

Derecelendirme ve evreleme
Derece
Derece 1 (Hafif) Steatoz:% 66'ya kadar
Baloncuk: zaman zaman 3.zon'da
Intralobiler inflamasyon:
daginik polimorflar + lenfosit
Portal enflamasyon: hayir veya hafif
Derece 2 (Orta) Steatoz: herhangi bir derece
Balon: belirgin, cogunlukla 3. zon'da
Intralobiler inflamasyon: polimorflar ve
kronik inflamasyon
Portal enflamasyon: hafif ila orta
Derece 3 (Siddetli) Steatoz: panacinar
Balon: agirlikh olarak 3. zon'da
balon ve karisiklik bariz
Intralobiler inflamasyon: daginik polimorflar
hafif kronik inflamasyon
Portal enflamasyon: hafif veya orta
Evre
Evre 1 3. zon'da perisinusoidal / perisellular fibrozis, fokal veya genis
Evre 2 Zon 3 perisinusoidal / perisellular fibrozis + fokal veya genis periportal fibroz
Evre 3 Zon 3 perisinusoidal / perisellular fibrozis + portal fibroz + képrald fibrozis
Evre 4 Siroz
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Tablo 2.3. Non alkolik yagh karaciger hastaligi aktivite skorunun bilesenleri
(Takahashi ve Yoshihisa, 2014)

Non alkolik yagh karaciger hastaligi aktivite skorunun bilesenleri

Madde Tanim
Skor
Steatozis

< 5% 0
5%-33% 1
> 33%-66% 2
> 66% 3

Lobdler inflamasyon

odak yok 0
200 x alan basina 2 odak 1
200 x alan basina 2-4 odak 2
> 200 x alan basina 4 odak 3
Balonlasma

yok 0
Birkag balon hicresi 1
Pek cok hilicre/belirgin balonlasma 2

2.5.4. Biyokimyasal ozellikler / laboratuar calismalari

Steatoz’lu hastalarin %80'inde normal aralikta aminotransferazlar
olmasina ragmen, bazi NAFLD'li hastalarda tani olarak hafif ylkselmis
aminotransferaz varligindan bahsedilmektedir (Adams ve Angulo, 2007).
Alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) seviyesi
dalgalidir, NASH'li hastalarin Ggcte ikisi zaman iginde herhangi bir noktada
normal seviyelere sahiptir (Dam-Larsen vd., 2004; Adams ve Lymph,
2005). Alkalin fosfataz hafifce ylkselebilir. Normalden iki kat fazla olan
aminotransferaz seviyesinde, farkli popullasyonlarda septal ve kdépru
fibrozisi gortilmustar (Ratiu vd., 2000; Papdia vd.,2004). Hiperbilirubinemi
ve distk albumin varligi ileri derece karaciger hastaliginin gostergesidir
(Oh vd., 2008).

34



AST ve ALT arasindaki oran tahmini olarak degerlendirilmistir. Kronik
karaciger hastaliginda sintzoidlerde fibrozis arttikca AST klirensinin
azalmasi ile AST/ALT orani artmaktadir (Seth vd., 1998). Bircok baska
arastirma, ileri biyopside fibrozisde bu oranin (AST / ALT orani)> 1.33
olmasiyla arasinda bir iligki bulmustur (Oh vd., 2008).

Bu bulgularin yaninda, NAFLD'li hastalarin %5-10'unda yuksek
transferrin doygunlugu gorialmektedir (Adams vd., 2006). Karaciger
hastaliginin diger nedenlerini dislamak icin eksiksiz bir laboratuar
degerlendirmesi yapilmalidir. Alkol aliminin olup olmadigi bilgisini veren
klinik 6yku, teshis icin dnemli rol oynamaktadir. Kadinlar igin gunltik 20 gr
/ gun alkol tiketimi ve erkekler icin 30 gr / gun veya daha fazla gunlik
tiketimi arastirmalarda dislayici élcitler olarak kullanilmaktadir; ancak bu
oranlarin gecerliligi bilinmemektedir (Oh vd., 2008).

2.5.6. Patogenez

Nonalkolik steatohepatit (NASH), hepatositlerde trigliserid birikimiyle
baslamaktadir. Daha basit dislndldiginde, hastaligin  baslangicinin
trigliserid sentezi yikimi (veya karacigerden uzaklastirilmasi) arasindaki
dengenin bozulmasi oldugu ifade edilebilir. Bununla birlikte cok farkli
nedenlerle olusabilen karaciger yaglanmasinin tek ve basit bir patogenetik
slreg icerisinde aciklanmasi mumkin degildir. Yapilan calismalar
sonucunda insulin direnci, sitokin reglulasyonundaki anormallikler, oksidatif
stres, mitokondrial disfonksiyon, gibi faktorlerin hastalidin gelisiminden
sorumlu olabildigi dtsinilmektedir (McClain vd., 2004).

A. NAFLD Hiperinsiilinemisinin Patogenezisi

Hastalidin patogenezi uzun yillardir "Iki hit" hipotezi olarak
adlandirilan bir model igerisinde aciklanmaya calisiimistir. Bu kuramin bazi
bosluklari yapilan tiim arastirmalara ragmen kapatilabilmis degildir. Iki hit
hipotezinde, karaciger hastaligini olusturan birinci darbe insilin direnci
olup, hepatositlerde trigliserid birikminden sorumlu olan faktoérdadr.
Hastaligin diger unsurlari olan inflamasyon ve fibrozis yaglanmis
karacigere etki eden 2. bir darbe ile gelismektedir (Tablo 2.4.), (Sonsuz,
2011).
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Tablo 2. 4.NASHin patogenezi. "iki hit" teorisi.

Insilin direnci (diyabet, hiperlipidemi)

Ilk vurus
Non alkolik steatohepatitin
kronik iltihabi
Artmis karaciger
trigliseridleri 1
\ 4
Hepatik steatozis m—p | Oksidatif stres

Serbest radikal olusumu .
Ikinci vurus

Sitokin salinimi

Demir asin yidklenmesi

Ilk vurus, hepatik steatozise yol acan insiilin direncidir. Yagl karaciger, ikinci kez
isabet eden oksidatif stres ile basa cikmakta daha az yeteneklidir ve bu da kronik
karaciger iltihabina neden olur. Karaciger hasarina neden olan faktorler, serbest radikal
olusumu, sitokin salinimi, asirn demir yiki ve degismis mitokondriyal enerji Gretimidir.

Hiperinsilinemi, insdlin  direnciyle badlantii  olarak, hastalik
mekanizmasinin énemli bir bileseni olarak kabul edilmektedir Tankurt
vd., 1999, Pagano vd., 2002). Pek cok hastada NAFLD su an 'sendrom X'
olarak bilinen metabolik sendromun bir pargasi gibi gdérinmektedir
(Roberts,2005). Karacigerdeki insilin direnci ile periferik dokulardaki
farklihklar NAFLD'nin bazi ozelliklerini aciklayabilir. Kaslar ve vyag
dokusunda, karaciger ile karsilastirildiginda daha bulyilk insilin direnci,
serbest yag asitlerinin mobilize edilmesine ve serbest yag asitlerinin
hepatoseliler depolanmasina yol acar. Hepatositlerdeki artmis plazma
serbest yag asitleri ve / veya artmis serbest yag asidi konsantrasyonlari
muhtemelen steatoz ve inflamasyon gelisiminde énemli bir rol oynar (de
Almeida vd., 2002). Serbest yag asitleri dokularda oldukca tahrip edicidir
ve lipid peroksidasyonu ve mitokondriye hasar vyoluyla, hlcre ici
membranlara zarar verir ve bdylece hepatik serbest yad asitlerinin b-
oksidasyonunda azalma meydana gelir. Insilin, serbest ya§ asitlerinin
oksidasyonunu engeller ve bu nedenle hiperinsilinemi, serbest yag asidi
hepatotoksisitesini arttirabilir. Son bulgular, hepatosit hasarina yol acan
hicre ici mekanizmalarda anahtar oyuncu olarak hepatoselller glukoz,
trigliserid sentezi ve yad metabolizmasini dizenleyen SREBP-1c (sterol
yanit element baglama proteini-1c)'yi etkiler (Roberts,2005). SREBP-
1c'nin hiperinsilinemiye badli olarak artmasi, muhtemelen trigliseridlerin
ve ¢ok dislik yogunluklu lipoproteinlerin artmis hepatoseliler Gretimini ve
dolayisiyla NAFLD'nin karakteristik olan hipertrigliseridemisini agiklar.
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NASH patogeneziyle ilgili glincel kavramlar, inflamasyonu ve fibrozisi
aciklamak icin ikinci bir faktore ihtiyac duydudunu ileri strmektedir
(Chitturi, 2002). Aday faktérler arasinda, mitokondriyal disfonksiyon,
timor nekroz faktorid alfa (TNF-a) gibi sitokinlere bagh fonksiyonel
degisiklikler, artan toksisite (hepatoselller sitokrom P450 yoluyla) veya
hepatositlerde azalmis sitoproteksiyon yer alir. Obez yetiskinlerde, devam
eden dusuk dereceli inflamasyon, esasen C-reaktif protein ve serum
fibrinojeni ile sistemik inflamasyon igin hassas markerler olarak
belgelenmistir (Roberts, 2005).

B. Adipositokinler

Adipositler birden fazla sitokin salgilar. Bunlardan TNF-alfa, PAI ve IL-
6 metabolik sendrom, adiponektin, leptin ve resistin bazilandir. Son
yillarda  vyapilan calismalar ile karaciger yaglanmasinda ve
steatohepatitlerde yag dokusu ile iliskili sitokinlerin rollini gdsteren
bulgular sunulmustur. Bu sitokinlerden adiponektin ve leptin insulin
duyarliigini artirici yonde etkili iken resistin, TNF-a ve IL-6 ID ise ortaya
cikan metabolik dlzensizlikleri artirici etkilere sahiptir (Sonsuz, 2011).

C. Adiponektin

Karacigerde adiponektin ve adiponektin reseptér II dizeylerinin
disik oldugu calismalarda gosterilmistir. Adiponektin dlizeyi ve gen
ekspresyonu obezlerde ve Tip II Diyabetlilerde de azalmis bulunmaktadir.
Boylece gerek adiponektin, gerekse diger sitokinlerle iliskili verileri
degerlendirirken bulgularin karaciger yaglanmasi icin spesifik oldugu
yanilgisi olusmamahdir. Adiponektin, kaslarda ve karacigerde beta-
oksidasyonu’nu arttinr. Ayni zamanda hepatik insllin hassasiyetini
dizelterek hepatik glukoz gikisini dizenler. Lipogenezde dnemli olan Acyl-
CoA karboksilazin allosterik inhibitéri olan AMP-kinazi aktive eder.
Boylece lipogenezi azaltarak ve beta-oksidasyonu’nu arttirarak karaciger
steatozunu azaltir. Ayrica karacigerdeki TNF-alfa olusumunu inhibe eder.
NASH’ de karaciger histolojisinin harabiyeti adiponektin miktar ile ters
orantilidir (Sonsuz, 2011).

D. Leptin

Beyaz yag dokusunda sentezlenen tokluk faktért olan leptin, istahi
azaltmak ve enerji tlketimini artirmak icin hipotalamik reseptorlere
badlanir. Yapilan arastirmalarda NASH patogenezinde rol oynadigi
bulunmustur (Chitturi, 2002). Genetik olarak obez, diyabetik fareler (ob /
obmice) leptinin sentezini 6nleyen bir mutasyona sahiptir ve bu nedenle
bunlarda obezite gorilir. SREBP-1'in fazla ekspresyonundan 6tard insdlin
direncine ve yagh karacigerlere sahip olan lipoatrofik diyabetik farelerde
leptin seviyeleri de dusUktlir. Leptin ile tedavi, bu farelerde insulin
direncini ve karaciger yaglanmasini azaltir. Leptin direnci X sendromunun
bir 6zelligi olarak tanimlanmistir (Roberts,2005).
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E. Rezistin

Rezistin primer olarak yag dokusunda Uretilen protein yapisinda bir
sitokindir ve insulin direncinde énemli bir rolt olabilir. Fare modellerinde
rezistin ekspresyonundaki artis glukoz intoleransi, hiperinstlinemi ve
serbest yag asidi miktarinda supresyon eksikligi yapmistir.

Resistin, 108 amino asit ihtiva eden bir protein molekill yapisindadir.
Obez hayvan modellerinde serum resistin dizeyinin artmis oldugu
bilinmektedir. NAFLD’da resistin dizeylerinin artmis oldugu ve hastaligin
agirhgi ile korelasyon gosterdigi bildiriimektedir (Steppan vd., 2001;
Pagano vd., 2006).

TNF-a, IL-8, IL-6: NASH’li olgularda TNF-a, IL-8, IL-6 dlzeylerinin
normalden yulksek oldugu ancak bu artisin alkolik steatohepatitlerden
daha dlsik seviyede oldugu bilinmektedir (Choi ve Diehl, 2005). TNF-a
dretimini belirleyen TNF gen polimorfizmi ile NAYKH arasinda guUgll
baglantilar bulundugu gdésterilmistir. TNF-a’nin karaciger yaglanmasinin
ilerleyici hastalik formlarina ddénismesinde belirleyici olan 2. darbeyi
olusturdugu distnilmektedir (Sonsuz, 2011).

F. Oksidatif stres

NAFLD'nin steatozisinden NASH'nin nekroinflamatuar durumuna
ilerleme mekanizmasli tam olarak anlasilamamistir; ancak muhtemelen
pro-inflamatuar mediatorler tUretiminde artis rol oynar. Yag dokusu, NASH
ile iliskili enflamasyon patogenezinde rol alan adipositokinleri Ureten,
metabolik acidan aktif bir dokudur. Adipositokin yolaklari NASH
tedavisinde potansiyel ilag gelistirme icin gesitli hedefler sunmaktadir (Oh
vd., 2008).

G. Genetik faktorler

Genetik bir temel belirlemeye yonelik girisimler, yagd dokusu
olusumunda rol oynayan dgenlerin incelenmesi, insdlin direncinin
gelistirilmesi, alkolik karaciger hastaligi veya ilgili metabolik hastaliklarin
incelenmesini icerir. Metabolik sendrom X'de (Roberts,2005), kortizonu
kortizol haline getiren 11b-hidroksisteroid dehidrogenaz 1 kodlayan gen,
lipodistrofi sendromlarindan ve diger insllin reseptorlerinin anormal
metabolik hastaliklarindan sorumlu genler bulunur ve énem teskil ederler.

Polimorfik olan ve diger hepatik bozukluklar icin degistirici protein
olarak islev goren Apolipoprotein E, NAFLD'de degistirici gen olarak islev
gorebilir. ilk veriler, MTP geninde (Bernard vd., 2000), PPARA 3'u
kodlayan PPAR-a'da ve mitokondrial manganez superoksit dismutazda
(MnSOD) dusiuk aktiviteli bir promotor poliforizminin rol oynadigini ortaya
koymustur. Badisiklik tepkilerinde genetik dediskenlik de 6énemli olabilir.
NAFLD ile iligkili TNF-a geninin promotor bdlgesinde bir polimorfizm
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mevcuttur, ancak mekanik rolinin daha iyi acikliga kavusturulmasi
gerekmektedir (Valenti vd., 2002). Altta yatan metabolik anormallikler
hastalik diizenleyiciler olarak gérev yapabilir. Ornedin, kalitsal
hemokromatozda anormal gen olan HFE icin heterozigotluk, daha genis
capta bir hepatik fibroz ile iligkilidir. Bunun yaninda NAFLD'li hastalarda
al-antitrifinin kismi eksikligi yaygin olup patojenik roli belirsizdir
(Roberts,2005).

2.5.7. Hepatik Steatozun Molekiiler Mekanizmasi
A. Yag asitleri alimi

Plazmada serbest yag asitleri (FFA) karaciger tarafindan alinabilir, ve
karacigerdeki TG sentezi icin 6nemli kaynaklar olarak gorev yaparlar.
Normalde, plazma FFA, aghk kosullarinda katekolamin gibi beta adrenerjik
reseptdr agonistleri tarafindan indlklenen lipoliz yoluyla beyaz adipositler
tarafindan Uretilir (Arner, 2005). Bu siireg, protein kinaz A (PKA) bagimh
fosforilasyonu duizenler. Hormone Sensitive Lipase (HSL), bu yolu tesvik
etmek icin lipolizde édnemli bir hiz sinirlayici enzimdir. Bu yol, beslenme
kosullarinda insulin ile tersine gevrilir. FFA'nin serbest birakilmasi sinirlanir
ve bu da dokuda de novo lipogenezi indikler. Obezite ile baglantili insilin
direncinde, lipoliz adipositlerde hiperaktivasyona wudgrar ve plazma
FFA'sinda artis goralur (Delarue ve Magnan, 2007).

Buna ek olarak, obezite siklikla lipit bakimindan zengin beslenme
alimiyla iliskili oldugundan, karacigerde TG sentezi icin daha ylksek éncil
dizeyleri gézlemlemesi beklenir. FFA icin ana plazma membran tasiyicilari
yag asidi tasiyici protein (FATP), kaveolinler, yag asidi translokazi (FAT) /
CD36 ve yadl asit baglama proteini (FABP) dir. Memelilerde yag asidi
alimi ve yag acil-CoA sentetaz fonksiyonu igin ortak bir motif iceren 6
FATP Uyesi bulunmustur (Doege ve Stahl,2006).

Aile Uyeleri arasinda, FATP2 ve FATP5 karacigerde yiksek seviyede
eksprese edilir ve normal fizyolojik slreg icin blyuk FATP olarak kullanilir.
Gercektende, FATP5 knock out fareleri, bu FATP izoformunun insandaki
obeziteyi karsilamasi icin klinik bir kanit olmamasina ragmen diyetle
indiklenen obezite ve hepatik TG birikimine direng gdstermistir.
Caveolinler, caveolin 1, 2, 3 olarak adlandirilan U¢ protein ailesi lUyesinden
olusur. Protein dolasimi ve lipid damlaciklarinin olusumu icin dnemli olan
caveolae olarak adlandirilan membran yapilarinda bulunur.

Caveolin-1 knock out fareleri, karacigerde daha distk TG birikimi
sergilemistir ve obezite altinda TG sentezinde bu proteinin 6nemini
gbsteren diyetle indliklenen obeziteye direng géstermistir. FAT / CD36 ise,
yag asiti yayllmasini kolaylastiriimis diflizyon vyoluyla hizlandiran bir
transmembran proteindir. Normalde, bu protein karacigerde fazla degildir,
ancak diyetle indlklenen obezite ile arttirilir. CD36'nin karaciger
ekspresyonu, NAFLD hastalarinda hepatik TG igerigi ile pozitif korelasyona
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sahiptir ve bu tasiyicl ile bu hastaligin potansiyel 6nemi vurgulanmistir.
FABP'ler, FFA'larin intrasellller transportunu kolaylastiran sitozolik lipid
baglayici proteinlerdir (Koo, 2013).

Dokuz izoform arasinda, FABP1 ve FABP5 karacigerde ylksek oranda
eksprese edilir. Karacigere 6zgi FABP1 knock out olan fareler, diyetle
indUklenen obeziteye karsi direng gostermistir, ancak saglkli TG birikimi,
wild type farelerinkinden farkli degildir, bu durum, diger FABP'lerin
katkilarinin, bu durumdaki hepatik TG birikiminde kritik olabilecegini
distundirmektedir (Newberry vd., 2003).

Gercekten de karacigerdeki FABP4 ve FABP5 ekspresyonu,
kardiyovaskiler rahatsizligi olan hastalarda karaciger yagl filtrasyon ile
korelasyona ugramistir.

Bu yag asidi tasiyicillarinin, hepatik FFA ylkselisindeki rollerini
fizyolojik kosullar ve patolojik kosullar altinda entegre etmek igin daha ileri
calismalar gereklidir (Koo, 2013).

B. De novo lipogenezis

Glikoliz (glukozun asetil-CoA'ya donlsimi), doymus vyad asidi
sentezinde kilit hiz sinirlayici enzimler arasindadir. glikolizde glikokinaz ve
karaciger tipi piruvat kinaz, yagli asit sentezinde asetil-CoA karboksilaz
(ACC) ve yagh asit sentaz (FAS), uzun zincirli yag asidi elongazi 6
(ELOVL6) ve stearoil TG bulunur. FAS olusumunda monounsatitamik yag
asitleri ve gliserol-3-fosfat aciltransferaz (GPAT), lipinler ve acil-CoA;
diasilgliserol asiltransferaz (DGAT) olusumunda stearoil -CoA desatliraz
(SCD) vardir. ACC yag asidi biyosentezindeki sinirlayici enzimi ve bu
yolda son adimi katalize eder (Abu vd., 2005).

ACC, yag asidi biyosentezinde onemli bir hiz sinirlayici asamayi
katalazlamakla kalmaz, ayni zamanda karnitin palmitoil transferaz 1
(CPT1) icgin bir inhibitor olan malonil-CoA'nin sentezi ile yagl asit
oksidasyonunun kontroliinde rol alir. Farelerde karacigere 6zgl izoformun
(ACC1) inhibisyonuyla, es zamanl olarak yag asidi biyosentezini inhibe
edilmis ve karacigerde yag asidi beta oksidasyonunu aktive edilmis,
farelerde karaciger TG dlzeylerini dlstrir. SCD1, katalizi yapan
mikrozomal bir enzimdir (Abu vd., 2005).

Bununla birlikte, farelerde FAS'In karacigere 6zgi knock out edilmesi,
yag asidi beta oksidasyonunu inhibe edip, karaciger malonil-CoA
icerigindeki artisa bagli olarak yiksek karbonhidrat diyeti Gzerine yagh
karaciger fenotiplerinin olusmasini saglayabilir (Koo, 2013).

Doymus yadli asil-CoA'lardan tekli doymamis uzun zincirli yagd
asitlerinin olusumu (Eg, palmitoil-CoA'nin (16: 0) palmitoleoil-CoA'ya (16:
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1 n-7) ve stearoil-CoA'nin (18: 0) Oleoil-CoA (18: 1 n-9)) donusturidlmesi
agirlikh olarak karacigerde gergeklesir.

Farelerde SCD1 tlkenmesi lipogenezin azalmasl ve yag asidi beta
oksidasyonunun artmasi nedeniyle bati diyetinde hepatik steatozun tersine
dénmesine neden olmustur (Koo, 2013).

DGAT, diasilgliserolin (DAG) asilasyonunu katalize ederek TG
sentezinin son adimini katalize eder.

Obez farelerde hepatik izoform DGATZ2'nin inaktivasyonu, bu proteinin
de novo lipogenezindeki dnemi igin in vivo kanit gosteren karaciger TG
iceriginde 6nemli azalma ile sonuclanmistir (Yu vd., 2005).

C. TG sekresyonu

Karacigerde, TG sekresyonu cok distk yogunluklu lipoprotein (VLDL)
olusumu yoluyla saglanir. VLDL, hidrofilik fosfolipidler ve apolipoprotein B
(apoB) 100 ile kaplanan TG'ler ve kolesterol esterleri iceren hidrofobik
cekirdek lipitlerinden olusur. Karacigerde ApoB 100 ve badirsakta apoB
48, silomikron olusumu ile iligkili iken, VLDL dlizenedinde kritik olan
karacigere spesifik bir ApoB'dir. VLDL montaj islemi baslangicta apoB
100'Gn translasyonu ve translokasyonu sirasinda granulli endoplazmik
retinakulum’da olusur ve kismen lipidlenmis bir apoB 100 olusumu ile
sonuglanir. Daha sonra pre-VLDL olarak adlandirilan kismen lipidlenmis
apoB 100, bunun igin golgi'ye nakledilir. Olgunlasma ve ardindan ekzositoz
yoluyla karacigerden salinir. ApoB 100 (hipo-betalipoproteinemi) ve
MTP'de (abetalipoproteinemi) mutasyon geciren hastalarda hepatik
steatoz bildirilmistir ve bu proteinlerin insanlardaki lipid homeostasisindeki
Onemini ortaya koymaktadir (Tanoli vd., 2004).

Anabolik hormon insulin, VLDL montaji ve salgilanmasinin
dizenlenmesinde kritik énem tasir. Insilin belki de bir otofajiye bagiml
yolak kullanarak apoB 100'Un parcalanmasinda rol oynar. Ayrica, insulin,
fosfatidilinositol 3 kinaz / Akt-bagimli regilasyon vyoluyla MTP'nin
transkripsiyonunu inhibe eder. Akt, transkripsiyon faktoérliindeki FoxA2'yi
fosforilestirir ve inhibe eder, buda, transkripsiyon seviyesinde MTP'nin
ekspresyonunu aktive etmek icin kritik bir forkhead box faktérudir. (Koo
ve Montminy, 2006).

Insilin direnci Uzerine, bu slirecin bozulmasi, artmis TG salinimi
yoluyla hipertrigliseridemi ile sonucglanir. Bununla birlikte, TG salinim hizi,
artmis VLDL salinimina ragmen hepatik steatoz ile sonuglanan bu durumda
TG sentezinin hizini takip edemez. Hem hipertrigliseridemi hem hepatik
steatoz gbsteren NAFLD hastalarinda da benzer fenotip gézlenmistir (Choi
ve Ginsberg, 2011).
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Karacigerin FFA'yva uzun slreli maruz kalmasi, karacigerdeki ER
stresini ve diger oksidatif stresini artirarak apoB 100'Un bozulmasina,
VLDL ayrilmasinin azalmasina ve hepatik steatozun kétllesmesine neden
olur (Koo, 2013).

2.6. GORUNTULEME MODELLERI

2.6.1. Ultrasonografi (USG)

Karacigerin yag infiltrasyonunu belirlemek icin glivenli, radyasyondan
arinmis, kolay erisilebilir ve maliyeti az bir yoldur. Muayene 2-5 MHz
disbikey doénustlrici kullanilarak yapilabilir. Normal karaciger parankimi,
renal korteks ve dalganinkine esit veya biraz daha ylksek ekojenite ile
homojen bir eko-izolasyona sahiptir. Karaciger, yag infirisyonuna bagli
olarak renal korteks ve dalaktan daha ylksek bir ekojenite gosterir (Vals
vd. 2006).

Optimum ayarlarda, ekojenlik yodgunlugunun gorsel analizine
dayanarak cesitli steatoz dereceleri (0-3) 6nerilmistir. Sadece ekojenlik
arttinldiginda grade I, ekojen karaciger, portal damar dallarinin ekojenik
duvarlarini 6rttiginde grade II olup, ekojenik karaciger, diyafragma
anahatlarini gizlediginde, grade III yag infiltrasyonu olur (Saadeh, 2002).
Ancak bunlar goézlemciler arasi degisime tabidir. Hepatik steatozu
saptamada USG'nin duyarliigi %60-%94 aralidinda degismektedir.
(Saverymuttu vd., 1986; Joseph vd., 1991).

Gegici elastografi / Fibroscan ve akustik radyasyon kuvveti impulsu
(ARFI) elastografisi geleneksel USG sistemine entegre edilebilir. Bunlar,
karaciger sertliginin derecesini derecelendirmek icin yeni uygulamalardir
(Singh vd., 2013).

2.6.2. Sonoelastografi Ilkesi

Sonoelastografi, hizli ve noninvazif bir gérintileme yéntemi olup bu
yontemle dokularin  viskoelastik  6zellikleri incelenmektedir. Yag
infriltrasyonundan etkilenen karacigerin sertliginin tespit edilmesini saglar.
ARFI ve gecici elastografi gibi teknikleri icerir. Sonoelastografi teknikleri
dokulardan sinyal toplama metodlarina gére dokularin strain (gerinim)
dederlerinin ve dokularda olusan shear dalgalarinin hizlarinin 6lgildigu
strain elastografi (SE), akustik radyasyon kuvveti impulsu gérintilenmesi
(ARFI), shear dalgasi elastografisi (SWE) ve transient elastografi (TE)
olarak da siniflandirilabilir. Ultrason elastografi karaciger, safra kesesi,
dalak, pankreas, bobrek, prostat ve uterusta kullanilabilir. Bu gérintileme
teknigi en sik karacigerde fibrozis skorlarinin belirlenmesinde kullaniimistir
(Onur ve Goéya, 2013) ARFI goéruntuleme, gercek zamanli B modunda
gbéruntileme gergeklestirirken elastik 6zellikleri acisindan incelenecek bir
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anatomik bdlgeyi hedeflemeyi icerir. Olgiilen kesilme dalgasi hizi, dokunun
intrinsik ve tekrarlanabilir bir 6zelligidir. Birden fazla lokasyondaki kesme
dalgasi cephesini goézlemleyerek ve bu o&lcimleri gecen sire ile
iliskilendirerek kayma dalgasi hizi nicellestirilebilir. Dalga boyu, sesin dalga
boyundan 1 / 100'Un U(zerinde hassastir. izleme Kkirisleri, itme palsi
yolunun bitisiginde uygulanir. Bu kirisler, gecen kesme dalgasi cephesi
saptanana kadar sudrekli iletilir. Makaslama dalgasinin dretilmesi ile
tepenin saptanmasi arasindaki zaman kayma dalgasi hizini hesaplamak
icin kullanilir. Gegici elastografide kesilme dalgasinin yayilimini izlemek ve
dogrudan doku sertligi (veya elastik modul) ile iliskili olan hizini 6lgmek
icin bir darbe-yanki edinimi yapilir. Sonuglar kilopascal (kPa) olarak ifade
edilir. Doku ne kadar sert olursa, kesilme dalgasinin yayilmasi da o kadar
hizli olur (Singh vd., 2013).

2.6.3. Bilgisayarh tomografi (BT)

Steatosis, BT'de karaciger zayiflamasina neden olur ve taramalarda
dalak zayiflamasiyla karsilastirilarak nicel olarak goésterilebilir. Karaciger-
dalak zayiflama orani <0.8 olan, orta ila siddetli steatoz tanisi igin ylksek
spesifikasyona (%100) sahiptir. Transplant dondrlerinde hepatik steatozun
degerlendirilmesinden, kontrastsiz BT'nin >%230 steatozu teshis etmede,
%100 spesifikasyon ve %82 duyarhlikla ¢ok iyi sonug verdigi sonucuna
varilmistir (Park vd., 2006).

Dalak zayiflamasi ile karaciger zayiflamasi arasindaki farkin
hesaplanmasi da steatozu dederlendirmek igin kullanilabilir. Dalagin
zayiflamasi normal bir bireyde karacigerden vyaklasik 8-10 HU daha
dusikken,> 10 HU'lik bir karaciger-dalak zayiflama farki hepatik steatozun
gucla bir belirtisidir (Piekarski vd., 1980).

BT, operatore bagimh olmayan hizh bir tekniktir. Dlsik doz
protokolleri ile radyasyona maruziyet en aza indirilebilir. Ayrica, hepatik
yagin miktarini  belirlemek icin enerjik BT kullanilabilir. 1ki tip
potansiyelinde, yani 80 ve 140 kVp'lik alimlari icerir. Doku kompozisyonu
tahmini, farkh maddelerin zayiflama o6zelliklerinin farkindan dolayi
mumkindir. Hepatik steatozda, distk enerji seviyesinde karacigerin BT
atentiasyonunda bir azalma vardir. Tlp potansiyeli arttikca yag zayiflamasi
artar. Calismalar, boru potansiyelinin 80'den 140 kVp'ye ylkselmesiyle
>10 HU'llk bir zayiflama degisiminin>%?25'lik bir yag infriltasyonunu
disindirmektedir (Raptopoulos vd., 1991).

2.6.4.Manyetik rezonans goriintiileme (MR)

MR, mikroskobik bir miktarda bile karaciger yagini bulgulamak igin
radyasyonsuz bir yéntemdir. Kimyasal kayma goérintileme (CSI), proton
spektroskopi ve MR elastografi gibi gesitli teknikler kullanilabilir. CSI'nin
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hassasiyeti ve 6zgulliglu %90 ve %91 iken, spektroskopinin sensitivitesi
ve spesifikasyonu %91 ve %87'dir. Karaciger sertligini 6lcmek icin MR
elastografi kullanilabilir. Bununla birlikte MR, nispeten zaman alici ve
masrafl bir islemdir (Singh vd., 2013).

2.7. Ileri Teknolojik Gétiintiileme Mikroskoplari

2.7.1. Multifoton mikroskopi

Multifoton mikroskopi (MPM), yodun dokulari ve canli hayvanlari
goruntileme icin kullanilan floresans mikroskopisinin en popiler
uygulamasidir (Zipfel vd., 2003), MPM, karacigerin genel goériniminui
elde etmek igin birkac sanal biyopsi alma potansiyeline sahip olmakla
birlikte (Goetz vd., 2008 a) fibrozis gibi karaciger hastaliklarini
nicellestirme potansiyeli hakkinda dinamik bilgi saglar (Goetz vd., 2008b).
MPM, dogrusal olmayan (veya cok isikli) islemlerle Uretilen optik sinyalleri
kullanan bir optik goérintileme yontemleri ailesini tanimlamak igin
kullanilan bir terimdir (He vd., 2010). MPM, iki foton uyarim floresan
(TPEF), ikinci harmonik goridntileme (SHG) ve Coherent anti-Stokes
Raman sacilimi (CARS) mikroskoplarini igerir (Zipfel vd., 2003).

Geleneksel konfokal mikroskobunda, 1sinin  yodunlugu odak
dizleminin Ustiinde ve altinda esittir ve bu da, numunenin, igne deligi
tarafindan reddedilen odak duzleminin disina floresan Uretmesine neden
olur. Bu durum, gorinti kalitesini ve doku saghgini etkileyerek, fotoblokaj
ve fotodamarja maruz birakilmasina yol acar. Multifoton mikroskopi ise
bunu 6nlemektedir, ¢inkdi numunenin ¢ok daha kuguk bir alani, uyarici
Istkk  kaynadi tarafindan uyarilmakta ve odaklama disi sk
dretilmemektedir, sadece fokus noktasina kisitlama getirir (Emptage,
2001; Stutzmann ve Parker, 2005). Gorintl penetrasyon derinliginin en
Ust dizeye getirildigi yakin kizilétesi araliginda MPM'nin 700 ila 1000
nm'lik uyarilma dalga boyundan dolayl doku sagilmasi ve absorpsiyonu en
aza indirilir (Masters ve So, 2001; Hoover ve Squier, 2013). MPM'nin en
6nemli uygulamasi canli hayvanlarin bozulmamis dokularinin ylUksek
cozunurlukla  fizyolojisi, morfolojisi ve hlcre-hlicre etkilesimlerini
goéruntilemektir. Her ne kadar molekiler dizeyde hicresel fonksiyonu
kantitatif olarak inceleyemese de, floresan life time gorintileme
mikroskopisi (FLIM) ile kombinasyon halinde kullanildiginda (Niesner vd.,
2008) MPM, fluoroforlarn ortlisen spektral 6zelliklerle tanimlayabilir ve
florofor icin spesifik olan o6mdurleri Olgebilir, floresan 6mri elektronun
uyariimis halden taban durumuna kadar olan tim olasi dénus yollarinin hiz
sabitlerini karsilikli toplayabilir.
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2.7.2.Two foton uyarim floresan mikroskobu

Geleneksel histoloji ve biyomedikal géruntileme ile
karsilastirildiginda, two foton uyarim floresan (TPEF), Uc¢ boyutlu optik
kesit alma, subselller mekansal c¢oézunurlik, kalin 6rneklerin derin
penetrasyonu ve minimum numunelerin imhasi gibi pek c¢ok avantaj
sunmaktadir (Lee vd., 2013). TPEF'i doku ve hicre morfolojilerini
goéruntileme icin uygun hale getirir (Lin vd., 2011). Fibrozisli bir
karacigerin TPEF gorintileri, belirgin olarak farkh bir morfolojiyi gosterir.
Hepatosit otofloresansi, normalde ve fibroziste benzerdir, otofloresanin
karaciger fibrozisinin hassas bir gostergesi olmadigi distntlmuktedir.

Bununla birlikte, yildiz hicrelerinin dagilimi farkhdir. Distk blyttme
kullanarak, hicresel yapilardan yoksun genis bdlgeler gorintr hale gelir
ve stellat hicreler hasar bdlgelerinde histolojik gorintulerle tutarh sekilde
cogalmaya baslar (Liu vd., 2005). Bu degisiklikler ylizey de dahil olmak
Uzere karaciger boyunca gerceklesir (Le vd., 2004). Stellat hiicreler olasi
flor i1sildama bozulmasi nedeniyle pigmentlerin renklerini kaybetmesi
durumu icin bir 6énlem temin edebilir, ¢linkli UV isigina 10 sn maruz
kaldiklarinda yok olurlar. Ayni zamanda, stellat hicrelerin Disse
araligindaki yerleri bilindigi icin kan akisi sirasinda nereye gidecekleri
konusunda morfolojik bir kilavuz gdérevi Ustlenirler (Roberts vd., 2008).
Karacigerin kolajen ile fibrozis dlizeylerini saptamak ve 6élgmek icin SHF
goéruntileme yéntemi daha uygundur (Camilla vd., 2014)

2.7.3. Laser speckle

Nispeten yeni olan laser speckle kontrast gorintileme (LSCI) teknigi
(Mahé vd., 2012; Roustit ve Cracowski, 2012) tarafindan saglanan tam
alanh (mikro) vaskdiler dlgimlerin uygulanmasi, alanlar arasi ve Kkisiler
aras! degiskenlik etkilesimi azaltabilme 6zelligine sahiptir (Rousseau vd.,
2011; Tew vd., 2011). Calisma teknigi, lazer ile aydinlatilan bir biyolojik
doku vylzeyinden geri dadilmis 1sik tarafindan olusturulan parazit
modelindeki (benek=speckle) dalgalanmalarin 6lglilmesine dayanir (Boas
ve Dunn, 2010; Fercher ve Briers, 1981). Bu dalgalanmalarin analiz
edilmesi, dokudaki hareketli sagilan parcaciklarin hareketi hakkinda bilgi
saglar. Ayrica, LSCI ylizey taramasina gerek duymadan, yiksek uzaysal
ve zamansal ¢oOzunlrlige sahip temassiz gercek zamanlh tam alan
gorintileme sadlar. LSCI uygulamalari deri, beyin, retinal ve boébrek
perflizyonunu icerir ve genellikle lazer speckle perflzyon (Uniteleri ile
yorumlanir (Bezemer vd., 2010; Boas ve Dunn, 2010). Karaciger mikro
sirklilasyonu ile ilgili kisitl sayida calismalar da mevcuttur (Sturesson vd.,
2013).

Laser speckle kontrast goéruntileme (LSCI), yakin zamanda
pazarlanan bir tekniktir ve leke kontrast analizine dayanir (Basak vd.,
2012). Yuksek kare hizi LSCI, mikemmel uzaysal ve zamansal
¢ozunurliklerle, genis alanlarda temassiz, tam alan goérintileme saglar ve
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teorik olarak lazer doppler akismetri ve lazer doppler goérintileme
avantajlarini birlestirir (Puissant vd., 2013; Roustit vd., 2010). LSCI
uygulamalari, noérolojik hastaliklarin  klinik &éncesi calismalarn ve
dermatolojik (Kernick ve Shore, 1999), ndrocerrahi ve endoskopik
calismalar da dahil olmak tzere klinik uygulama alanlardir (Boas ve Dunn,
2010; Dunn, 2012).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Deney hayvanlari ve Barinma Kosullari

Calismamizda 250-300 gr adirliginda toplam 28 adet Sprague-Dawley cinsi
sicanlar kullanildi. Hayvanlar Istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastima
Merkezi (MEDITAM)'dan temin edildi ve hayvanlarin bakimi burada yapildi.
Calismamiz icin 14/04/2014-17 sayili etik kurul karari alindi.

3.2. Deney Gruplari

Deney Gruplarn kontrol ve deney olmak lzere dnce iki gruba ayrildi.
Daha sonra deney gruplari ve sham gruplari kendi aralarinda 1 haftalik ve
2 haftalik seklinde tekrar ikiye ayrildi. Bir haftalik deney grubuna bir hafta
boyunca portal kanilden intralipid %20 maddesi enjekte edildi. Bir haftalik
sham grubuna ise portal kaniilden serum fizyolojik (SF) enjekte edildi. Iki
haftalik sham grubuna iki hafta boyunca portal kanulden intralipid %20
maddesi enjekte edilirken sham grubuna iki hafta boyunva SF enjekte
edildi. Kullanilan deney gruplar, slreleri ve sican sayilari Tablo 3.1'de
verilmigtir.

Tablo 3.1. Deney gruplari ve deneysel yaklasim.

Deney no: | Deney metodu: Grup | Deney siiresi | Sican sayisi
1 Portal ven-intralipid | Deney | 7 7
2 Portal ven -SF Sham |7 7
3 Portal ven-intralipid | Deney | 14 7
4 Portal ven- SF Sham | 14 7

3.3. Cerrahi Islemler

Olusturdugumuz steatoz modelinde, Oncelikle portal vene intralipid
verebilmek amaciyla kalici kandl yerlestirildi. Bu amacgla, sicanlar énce, 1
ml. Rompun %2 w/v ve 3 ml. Ketalar karisiminin intraperitoneal
enjeksiyonu ile anestezi altina alindi. Cerrahi midahale 6ncesi sicanlarin
abdominal bdlgesi traslanip, midline insizyon boélgesi belirlenerek
processus xyphoideus’dan asagi dogru abdomen acildi (Sekil 3.1.). Deri ile
m. rectus abdominis'in 6n fasyasi birbirinden ayrilarak sol tarafta deri
altina bir cep olusturuldu. Proc. xyphoideus klemplenip yukari kaldirildi.
Peritoneal kaviteye girdikten sonra portal ven ince badirsaklardan sola
dogru ayrilarak lig. falciforme hepatis ve proc. xyphoideus uzaklastirildi.
Kesilen yerde olusan keskin kenarin dokuyu kesmemesi igin diyafram ile
karaciger arasina pamuk konuldu (Ritsma vd., 2013). Bir ucu port
chamber'a bagh olan kandl (UNO mouse port MMP-4S, 4 fransiz silikon
katater) peritoneal kaviteden abdominal duvara dogru yerlestirildi (Gervaz
vd., 2005). V. portae hepatis ile v. gastrica dextra’nin birlesim yerleri
belirlendi. Kan akisinin engellenmemesi icin bu islemler en fazla 5
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dakikada tamamlandi. Daha sonra kataterin ucu 45 derece olacak sekilde
kesilerek portal venin igine dikkatlice girildi. Kanil yerinin dogrulugunu
saglamak icin kanilden iceri 1 ml heparinize edilmis salin verildi. Kandl
kenarlari doku vyapistirici ile damara yapistirildi (Gervaz vd., 2005).
Kanulin bagh oldugu hazne olusturdugumuz cebe yerlestirildi.

Sekil 3.1. Deney grubundaki siganlarin cerrahi midahale igin hazirlanmasi ve portal vene
kanl yerlestirilmesi. (A) Tras ve insizyon, (B) Kateterin hazirlanmasi, (C) Kanilin portal
vene yerlestirilmesi

Steatoz modeli gelistirilen sicanlarin canli halde multifoton mikroskop
altinda incelenmesinin saglanabilmesi amaciyla Sekil 3.2’de gosterilen
abdominal gérintlileme penceresi gelistirildi. Yapistirici, fiberglass halka
(Sekil 3.2A) icerisine kulak c¢ubugu ile sirildid. Lamel pencereye
oturtulduktan sonra basing uygulanarak yapismasi saglandi. Su girisini
Onlemek icin pencere ve lamel arasina yapistirici eklendi. Yapistiricinin
kurumasi igin hazirlanan pencere en az iki saat air flow kabinde bekletildi.
Lamelde kalan fazla yapistirci %100 aseton ile silinip, asetonun
uzaklasmasi icin de %70 etanol strildid. Su gecirgenligini 6lcmek igin cam
kismi dokuya gelecek sekilde pencerenin lzeri su ile dolduruldu, en az 5
dk. en fazla 30 dk. test edilerek, ardindan pencereler air flow kabinde, UV
altinda her iki tarafi da 10 dk olacak sekilde bekletildi. Sonra 121-134
°C'de etilen oksitte 1-4 saat 40-55°C’de bekletilip sonra 72 saatlik
sogutma periyoduna alindi. Daha sonra pencereler kullanilmak Uzere steril
50 ml lik tlplerde bekletildi.

Sekil 3.2: Laboratuvarimizdaki malzemeler ile gelistirdigimiz (A) abdominal goriuntlileme
penceresi ve (B) portal vene kanl yerlestirilmis sigana yerlestirilmesi.
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3.4. Intralipidin verilmesi

Cerrahi islemlerden sonra sicanlarimiza yerlestirdigimiz deri altindaki
port vasitasi ile portal venden intralipid %20 (Sigma) maddesi (fosfolipid
ile dengelenmis soya yagi), deney gruplarina (Deney no: 1,3) deney
stiresi boyunca her gin 2,4 gr yag/kg seklinde verilerek steatoz’un
olusmasi hedeflenirken, sham gruplarina (deney no: 2,4) deney slresi
boyunca her gin ayni oranda %0,9'luk SF verildi. (Meisel vd., 2011;
Kalish vd., 2013).

3.5. Steatoz modeli gelistirilen sicanlarin canh olarak
mikroskopik incelemesi

Calismamizda olusturdugumuz stetaoz’u sigan canhyken
goéruntilemek calismamizin en 6nemli basamaklarindan birisiydi. Bu
basamakta multifoton mikroskobundan gérintli alinmasi icin, v. portae
hepatis'ten intralipid verilen gruplar, 1 ml. Rompun %2 w/v ve 3 ml.
Ketalar karisiminin intraperitoneal enjeksiyonu ile anestezi altina alindi,
sonra “rhodamine isothyocyanate dextran (RIT)” 700 (10 mg/kg) ile %20
intralipid karistirilarak verildi. Diger floresan madde olan “fleurosence
isothyocyanate (FIT)” (100 mikrolitre saline icine 50 mikrolitre) ise sicanin
kuyruk veninden verildi. Bu islem 6nce deney siresi 7. glnde biten
gruplara daha sonra 14. guinde biten gruplara uygulandi (Le vd., 2011).
Goriuntileme sirasinda sicanlardan sekiller cekildi. Boylece bu floresan
boyalar sayesinde karacigerdeki metabolik aktivite degerlendirildi. Ayni
zamanda hayvanlar anestezi altindayken laser speckle mikroskobu ile
karacigerdeki kan akimi degerlendirildi. Anesteziye alinan hayvanlar laser
spekle mikroskobunun altina yatinldi. Sigan ile mikroskop objektifi
arasindaki mesafe ayarlanip 6lgime baglandi (Sekil 3.3.). Bunun igin her
sicanin ayni lobu Uzerinde 6lgim yapilmak icin ayni alanlar kullanildi.
Butin sicanlarin 5. ve 10. dakikalar arasindaki gdéruntlleri alinarak
degerler kaydedildi (Sekil 3. 4).
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Sekil 3. 3: Laser speckle mikroskobunda karacigerlerin goriintiileme islemi
gosterilmektedir. a: perfizyon miktari, b: perfiizyon miktarinin élgtldiga karaciger
kisimlari, c: sigan karacigerinin fotografi.

1. ROl
1538 |
1 ROI
169k |2
3. ROI
1576 | |
LROI
104 kA
3. ROI
5 - _ B s TRy
« [om b 8
‘ | L [: ...@ .E] Time (relative) -
ROl ref: 1. ROI TOI Ref:  <Nonex Group by: @ ROl © TOI
Mean perfusion General
PU Entire: rec ol Mean  Area mm?* Il
1. ROI 17.32 L 1. ROI
2 ROl 114.47 1 Entrerec  117.32 0.71
oomenanen 2ROl
Percent change per Ol Ertrerec 11447 0.8
%Chan... Entire rec o 3. ROI
1. ROI ref Entire rec  126.80 0.96
2. ROI -243% =||| 4. ROI
3. ROI B08% P Ertrerec  89.63 096
4ROl 2361% 5.ROI
5. ROI £720% Ertrerec 3843 091
6. ROI 5.70% = || 6. ROI il

Sekil 3. 4: Besinci ve 10. dakikalar arasindaki ortalama perflizyon deder 6rnegi
gosterilmektedir.
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3.6. Steatoz modeli sicanlarin, biyokimyasal, western
blot, mikroplaka floresan okuyucu, histolojik ve
morfometrik yontemlerle incelenmesi

Deney gruplarinin slreleri sonunda sicanlara énce 1 ml. Rompun %2
w/v ve 2 ml. Ketalar karsiminin intraperitoneal enjeksiyonu ile anestezi
altina alindi sonra kalpten kan alinarak 6tenazi uygulandi ve karaciger
dokusu alindi (Meisel vd., 2011; Kalish vd., 2013). Kanlar ise, 4400 rpm
de 5 dk. santrfij edilerek serumlar ayrildi. Alinan dokular kuru buz
Uzerinde dondurularak kriyostat ile kesit alinnmina kadar serumlar ile
birlikte -80°C dolaplarda saklandi.

3.6.1. Biyokimyasal Analiz

) Onceden alinan serumlardan AST, ALT, dederleri tespit edildi.
Ornekler icin sican eliza kitleri kullanildi (Sigma). Solldsyonlar deney
kitlerindeki protokollere uyularak hazirlandi.

ALT Deney Prosediirii:

Kit Igerigi: Tablo 3.2. de yer almaktadir.

Tablo 3.2. Alt kit igerigi

ALT tamponu 25 mL

OxiRed probe (DMSO iginde) 200 L
ALT enzim karisimi (Liyofilize halde) 1 vial
ALT substrati (Liyofilize halde) 1 vial
Pirtivat standarti (100 nmol/puL) 100 pL
ALT pozitif kontrol (Liyofilize halde) 1 vial

A. Reaktif Hazirlanisi:

1. ALT enzim karisimi: Vial igide liyofilize halde olan ALT enzim
karisimi 220 pL distile su iginde ¢ozuldu.
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2. ALT substrati: Vial icide liyofilize halde olan ALT substrati 1,1
mL ALT tamponu iginde ¢6zuldu.

3. ALT pozitif kontrol: Vial icide liyofilize halde olan ALT pozitif
kontroltl 100 uL distile su icinde ¢dzulda.

4. ALT tamponu, OxiRed probe ve pirivat standarti kullanima
hazir sekilde kit ile birlikte gelmistir.

B. Standart Hazirlanisi:

1. Standartlar 4 saat stabil sekilde kalabilmektedir.

2. Kolorimetrik deney icin 5 uL pirdvat standarti 495 pyL ALT
tamponu iginde ¢6zuldi. 1 nmol/pL konsantrasyonuna sahip stok standart
elde edildi.

3. 1 nmol/uL konsantrasyonuna sahip standarttan asagidaki
tablodaki sekilde degisik konsantrasyonlara sahip standartlar olusturuldu
(Tablo 3.3).

Tablo 3.3. ALT konsantrasyon tablosu

Kuyucuk Kuyucuk
Tampon icindeki . - . .
Standart > X icindeki alanin
Standart 4 cozelti son .
hacmi (L) transaminaz
(uL) S TTaLL konsantrasyonu
hacmi (pL)
1 0 60 20 0 nmol/kuyucuk
2 6 54 20 2 nmol/ kuyucuk
3 12 48 20 4 nmol/ kuyucuk
4 18 42 20 6 nmol/ kuyucuk
5 24 36 20 8 nmol/ kuyucuk
6 30 30 20 10nmol/ kuyucuk
C. Deney Yapihsi:
1. Standart, ©ornek ve opsiyonel olarak koyulabilen pozitif
kontrolden 20 pL 6nceden belirlenen kuyucuklara koyuldu.
2. Her kuyucudgun Gzerine 100 pL reaksiyon karisimi ilave edildi.
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a. Reaksiyon Karisiminin Hazirlanisi:

Tablo 3.4. Reaksiyon karisim tablosu

ALT tamponu 86 L
OxiRed Probe 2 UL
ALT enzim karisimi 2 UL
ALT substrati 10 pL
3. En son 570 nm’de kinetik 6lgimle absorbans dlcimu yapilir.

37°C'de 10 dakika beklendikten sonra 60 dakika boyunca her 2-3
dakikada bir absorbans 6lgiimui yapildi ve edim grafigi cizdirildi.

AST Deney Protokolii

Kit icerigi

Tablo 3.5. AST kit icergi

AST enzim karisimi 1 vial (liyofilize edilmis halde)
&ST Tamponu 1 sise (10 mL)

AST pozitif kontrol 1 sise (15 U)

NAD 1 vial

AST reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

1. Kit ile beraber gelen NAD vialinin igine 100 pL distile su
eklendi. Bu sayede 100X konsantrasyona sahip NAD sollisyonu hazirlandi
2. 10 pL AST tamponu, AST enzim karisimi sisesine eklendi ve

karistirildi. Bu karisim oda sicakliginda stabil olmadigindan, hazirlandiktan
sonra 2 saat iginde kullanilmasi gerekmektedir.

A. Seri diliisyonlarin hazirlanmasi (AST standart (1'den
300 mU/mL))
1. 100 U/mL AST standart solisyonu hazirlamak icin istenilen

miktarda AST pozitif kontrol solisyonu Dulbecco’s fosfat tamponu (DPBS)
icine eklendi. Hazirlanan karisim +4°C’ de saklandi.

2. Hazirlanan 100 U/mL AST standart solisyonundan 3 uL alip
997 WL icinde %0,1lik Bovine serum albimin (BSA) bulunduran DPBS
icine ilave edildi ve karnstirildi. 300 mU/mL AST standart sollisyonu elde
edilmis oldu.
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3. 300 mU/mL AST standart sollisyonu 1:3 oraninda seri diliisyon
yapilarak 100, 30, 10, 3, 1, 0.3 ve 0 mU/mL konsantrasyonuna sahip
standartlar olusturuldu.

B. Deneyin Yapilisi:
1. 50 pL standartlar ve numuneler belirlenmis kuyucuklara

2. 50 pL AST reaksiyon karisimi herbir kuyucuga eklendi.

3. 37°C'de 20-30 dakika bekletildi.

4, Multi-mode reader da flouremetrik yontem ile okuma yapildi.
(Ex/Em = 530 - 570/590 - 600 nm)

3.6.2. Floresan Boyamalar

Nile red boyama; boyama igin dnce stok sollisyon hazirlandi. Bunun
icin 100pg/ml nile red, aseton da ¢dézdiruldid ve 1mllik stok icin %75
gliserol olacak sekilde oranlandi. Hazirlanan sollisyon kesit Uzerine
damlatildi. 15 dk. beklendi ve sonra konfokal mikroskopta gérinti alindi.

Bodipy boyama; 1,3 mg Bodipy, 1ml DMSQO’da ¢6zdirildi. Ardindan
1:2,500 olacak sekilde PBS eklendi ve stok sollisyon olustu. Soltisyon
kesitler Gizerine damlatildi. iki dk. sonra kesitler (izerindeki boya akitildi ve
kesitlerin (Gzerine DAPI damlatildi ardindan mounting media ile Uzeri
kapatilan kesitler 1 saat kurumaya birakildi. 1 saatin sonunda konfokal
mikroskoptan géruntuler alindi.

3.6.3. Histolojik inceleme

Histolojik dederlendirme icin dondurulan karaciger dokularindan
kryostatta 8 um boyutunda kesitler alindi. Boyamalardan biri spesifik yag
boyasi olan Oil -O-Red ile yapildi. Bu boya ile fluresans mikroskopu altinda
yagdlanmanin olup olmadigi dederlendirildi.

3.6.4. Oil Red O boyama

Kesitler -80’den cikarildiktan sonra %10’luk soguk formaldehitte 5-10
dk. bekletildi. Sonrasinda 3 defa distile su ile yikandi ve kurumasi igin 1
dk. bekletildi. Ardindan %100’lik propilen glikolde 5 dk. bekletildi. Sonra
60 ° firinda bekletilmis oil red o ile kesitler 8-10 dk. bekletildi. Daha sonra
dokular %85'lik glikolde 5 dk bekletidi. 2 kere distile su ile yikandi, 30
saniye hematoksilende bekletildikten sonra 3 dk. akan cesme suyunda
bekletildi. Ardindan distile su ile yikanarak aqueosus mounting media ile
Uzerlerine lamel kapatildi.
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3.6.5. Hematoksilen- Eosin boyama

5 pm boyutunda alinan kesitlere hematoksilen ve eosin boyama
yapildi. Balonlasmanin olup olmadigi, yaglanmanin makrovezikller mi
mikrovezikller mi oldugu dederlendirildi.

Kesitler 6nce disen alkol serisinden gegirildi sonra distile su ile
yikandi. Ardindan 10 dk. hematoksilende bekletildi ve 10 dk. cesme
suyunda yikandi. Sonra 1 dk. eosinde bekletildi ve distile su ile yikandi.
Yikselen alkol serisine 10 ‘ar kez batirihp cikarildiktan sonra Gzerleri lamel
ile kapatildi.

3.6.6. Masson trichoromea boyama

Bir diger boyama ise Masson Trichoromea ile yapildi. Boyama icin
dokulardan kryostat ile 8 um boyutunda kesitler alindi. Boyanan kesitler
ile karaciger dokusunda olusmus fibrozis degerlendirilmistir.

1. Kesitler deiyonize suya birakildi.

2. Ardindan 6énceden isitilmis Bouin's Sollisyonunda 56 °© C'de 15
dakika boyunca birakildi.

3. Sonra, Coplin kavanozunda bulunan musluk suyundaki (18-26 °© C)
sogutuldu.

4. Daha sonra sari renk bitene kadar akan musluk suyunda yikandi.

5. Weigert'in Demir Hematoksilen Solisyonunda 5 dakika boyunca
boyandi.

6. Akan musluk suyunda 5 dakika boyunca yikandi.

7. Ardindan deiyonize suyla yikandi.

8. Biebrich Scarlet-Acid Fucynin'de 5 dakika boyunca boyandi.

9. Tekrar deiyonize suda yikandi.

10. Kesitler, Fosfo-durultik / Fosfomolibdik Asit Cozeltisine 5 dakika
bekletildi.

11. Sonra Aniline Blue Solution'a 5 dakika bekletildi.

12. Ardindan 2 dakika boyunca %1’lik Asetik Asit igine yerlestirildi.

13. Son olarak durulandi, alkol ile kurutuldu, ksilen icinde temizlendi
ve Uzerleri kapatildi.

3.7. Morfometrik Inceleme

Calismamizda kantitatif sonucglar elde etmek icin morfometrik
degerlendirmeler yapildi. Bunun igin sicanlardan kan aliminin akabinde,
cikarilan karaciger loblari 6-8 adet boélimlere ayrilarak sistematik
drnekleme ydntemine gore doku parcalari alindi (Altunkaynak ve Ozbek,
2009). Her hayvan icin 1 cm3'lUk doku parcasi alindi. Ardindan alinan
bélimler -80 °C donduruldu. Dondurulan doku parcalarindan daha sonra
kryostatta 5 pm’lik kesitler alindi. Inceleme vyapilacak olan kesitler
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sistematik 6rnekleme ydntemiyle secildi (her 16 kesitten birisi alinarak).
Buna goére: rastgele secilen ilk kesit 6. kesit olup, sonraki 6érnek kesitler
her defasinda 16 rakami eklenerek secildi (Ornegin: 6, 22, 38, 54, 70
.....). Orneklenen tim kesitler Hematoksilen-Eosin ile boyandi.

Bu kesitler lzerinde ortalama vena centralis c¢apr ve
sinlizoid/karaciger parankimi orani (Vv) hesaplandi.

A. Siniizoid/Karaciger parankimi orani (Vv)

Her hayvandan sistematik &érnekleme yontemiyle 100-110 farkl
alanda Zeiss Axio zoom (Axio zoom 16 Model Floresan Goérintilemeli Stereo
Arastirma Mikroskobu) mikroskopuyla 160x de resimler cekildi. Cekilen
resimlerin image j programiyla (IJ 1.46r) sinlizoid/karaciger parankimi
oranlari hesaplandi (Sekil 3.5).

¢ Image) = X

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Qoja|o|<|« @A« 0|0 sofs|4]o] 2] | |~
4 1nf

24522056 pixels; RGB; 19MB

Sekil 3. 5: Image j'de sinuzoid /karaciger orani (Vv) élgimi

B. Ortalama v. centralis ¢capi olgiimii

Caplarn hesaplanacak v. centralisler icin tarafsiz sayim cgergevesi
(Unbiased counting frame) kullanildi. Sayim c¢ercevesinin igcersine dlsen v.
centralis’ler ile bu cgercevenin sag ve st cizgileri Gzerine disen v.
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centralis’lerin ortalama caplar 6lgllirken; sol ve alt gizgileri GUzerine disen
v. centralis’lerin 6lcimleri yapildi (MUhlfeld et al., 2010).

Buna gdre her hayvandan sistematik rastgele 6rnekleme yontemiyle
110-100 adet v. centralis capi Zeiss Axio zoom mikroskopuyla 160x de
resimler cekildi. Elde edilen goérintliler image j mikroskopuyla
degerlendirildi (Sekil 3.6.). Resimler pixellerden olustugundan oOnce 1
pixelin kag um 'ye denk geldigi programa kalibrasyon icin girildi. Boylece
programla v. centralis’lerin buytk (a) ve klcuk (b) caplari um olarak
Olclildi. Sonra bu degerler aritmetik ortalama formilline yerlestirilerek v.
centralisler’in ortalama caplari bulundu (Nairn vd., 1989).

Ortalama gap= Vaxb
a: Buyuk gap
b: Blyldk capin orta noktasindan dik olarak gegen cap

3.8. Verilerin incelenmesi ve istatistiksel analizler

Verilerin tanimlayici istatistiklerinde ortalama, standart sapma,
medyan en dusik, en yilksek, frekans ve oran dederleri kullanildi.
Degiskenlerin dagilimi  Kolmogorov Simirnov Test ile o&lclldi. Nicel
bagimsiz verilerin analizinde Mann-whitney u test kullanildi. Nitel bagimsiz
verilerin analizinde ki-kare test, ki-kare test kosullari saglanmadiginda
fischer test kullanildi. Analizlerde SPSS 22.0 programi kullanildi.
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4. BULGULAR

Bir haftallk deney grubunda codunlukla mikrovezikiler agirlikh
makroveziklllerin de oldugu steatozis gbzlendi. Hepatoseliler
balonlasmaya rastlanmadi. Lobiiler inflamasyonlar vardi. Iki haftalik deney
grubunda; steatozis makrovezikiler agirlikli idi. Lobiler inflamasyon vardi.
Hepatoselller balonlasmaya rastlandi. Bunun yaninda perisintizoidal fibroz
ve portal fibrozis mevcuttu. Lipograntlomlar bliyidk boyuttaydi (Sekil 4.1).
Sham grubunda ise steatozis balonlasma ve lobller inflamasyon
goérulmedi. Deney gruplar icin NAFLD skorlamasi ve steatohepatit
derecelendirmesi Tablo 4.1 ve Tablo 4.2'de verilmistir.

Sekil 4.1: Lipogranilom ve 2 haftalik deney grubundan karacigerin makroskobik
goriantusa

Tablo 4.1. Deney gruplarinin non alkolik steatohepatit igin derecelendiriimesi ve
evrelenmesi.

Deney adi Derece Evre
1haf. 1 1 0
1 haf. 2 1 0
1 haf. 3 1 1
1 haf. 4 1 1
1 haf. 5 1 1
1 haf. 6 1 0
1 haf. 7 1 0
2 haf. 1 3 3
2 haf. 2 3 3
2 haf. 3 3 3
2 haf. 4 3 3
2 haf. 5 3 3
2 haf. 6 3 3
2. haf.7 3 3
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Tablo 4.2. Deney gruplarinin non alkolik yagh karaciger hastaligi aktivite skoru
bilesenleri.

Deney adi Steatozis Lobiiler inf. Balonlasma
skor Skor Skor
1 haf. 1 1 0 0
1 haf. 2 1 0 0
1 haf. 3 1 1 0
1 haf. 4 1 1 0
1 haf. 5 1 1 0
1 haf. 6 1 0 0
1 haf. 7 1 0 0
2 haf. 1 2 2 1
2 haf. 2 2 2 1
2 haf. 3 2 2 0
2 haf. 4 2 2 0
2 haf. 5 2 2 1
2 haf. 6 2 2 0
2. haf.7 2 2 1

Morfometrik Bulgular

Bir ve 2 haftalik deney grubu sicanlarda ortalama v. centralis gaplari
ayni haftalik sham grubu sicanlara gére istatistiksel olarak anlamli sekilde
artis gosterdi (p<0.05) (Sekil 4.2). Buna goére: 1 haftalik deney grubu
sicanlarda bu deger 8.052 upm iken; 1 haftallk sham grubu siganlarda
5.706 pym olarak hesaplandi. 2 haftalik deney grubu sigcanlarda ortalama v.
centralis gapi 10.737 pm olarak bulunurken; bu deger 2 haftalik sham
grubu sicanlarda 5.898 um olarak saptandi (Tablo 4.3 ve 4.4).
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Sekil 4.2.: a: 1 haftalik sham v. centralis, b:1 haftalik deney grubu v. centralis, v.
centralis; c: 2 haftalik sham v. centralis, d: 2 haftalik deney v. centralis, v: V.centralis
(HE boyama, X160, bar: 100pm) Bir haftalik kontrol ve deney grubu sicanlarda v.
centralis’in 151k mikroskopik goérinttleri
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Tablo 4.3: 1 ve 2 haftalik sham ile deney grubu sicanlarda ortalama v. centralis cap
dederleri (um) (p<0.05).

1 haf. Cap um 1 haf. Cap um
sham deney
1 5,6 1 6,636
2 5,427 2 7,201
3 4,513 3 5,92
4 6,681 a4 12,57
5 6,89 5 6,183
6 5,87 6 9,898
7 5,99 7 8,943
Ort. 5,706 Ort. 8,052
2 haf. Cap pm 2 haf. Cap pm
sham deney
1 5,359 1 7,084
2 5,056 2 12,309
3 5,12 3 9,211
4 6,976 a 15,421
5 6,89 5 12,369
6 5,758 6 9,007
7 6,128 7 9,756
Ort. 5,898 Ort. 10,737
Ort. v. centralis gap Ort. v. cenfralis ¢ap
16,0 16,0 *
14,0 14,0
12,0 % 120 T
10,0 100
ED
40—
g
PR S
1 haf. sham 1 haf. deney 2 haf. sham 2 haf. deney

Tablo 4.4: 1 ve 2 haftalik sham ile deney grubu siganlarda ortalama v. centralis cap
grafigi (p<0.05).

Karacigerlerdeki sintizoid/karaciger parankimi oranlarina bakildiginda;
1.haftalik deney grubunda sintzoidal genisleme oranlari sham grubundan
anlamli olarak daha yiiksekti (p < 0.05). Ikinci hafta deney grubunda ise
sindizoidal genisleme hem sham grubuna hem de 1 haftalik deney grubuna
gore oldukga yuksekti (p <0.05). Bir haftalik deney grubunda Vv 14,8 iken
2 haftalik deney grubunda Vv 22,4 olarak tespit edildi. Bir haftalik deney
grubunda da sham grubuna gore parankimanin azaldigi ve sintzoidal
araligin arttigi tespit edildi. Boylece 2 haftallk deney grubunun
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parankimasinin ciddi oranda azaldigi ve sinlizoidal araligin arttigi goraldu
(Tablo 4.5 ve 4.6), (Sekil 4.3)

Sekil 4.3: a: 1 haftalik sham, b:1 haftalik deney grubu,c: 2 haftalik sham, d: 2 haftalik
deney grubu parankima/sinltzoid orani (HE boyama, X160, bar: 100um,). Bir ve 2
haftalik sham ve deney grubu siganlarda sintizoidlerin ve karaciger parankiminin isik
mikroskopik géruntileri. Ok: sintzoidleri gostermektedir
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Tablo 4.5: 1 ve 2 haftalik sham ile deney grubu sicanlarda sinlizoid/karaciger parankimi
oranlar (Vv).

1 1 haf. 2 haf. 2 haf.
haf. Vv deney Vv sham Vv deney Vv
sham 1 5,7 1 29,3
1 4,6 1 14,7 2 2,5 2 25,3
2 2,3 2 3,6 3 4,9 3 19,9
3 7,1 3 14,5 4 4,3 4 18,5
4 6,0 4 20,6 5 4,4 5 21
5 2,3 5 17,8 6 4,4 6 23,8
6 4,5 6 12 7 4,4 7 19
7 4,5 7 18,2 Ort. 4,4 Ort. 22,4
Ort. 4,4 Ort. 14,4

350 — siniizoid/parankima (vv) —— | 200 sinﬁzoid{parankima (Vv) —

30,0 x

40,0

25,0

20,0 30,0

SR e o 200

10,0 e

50 1 ROkd 100 | 2 b

0,0 FHEE 00 == N

5,0 1haf.sham 1haf.deney 100 2haf.sham 2 haf.deney

Tablo 4.6: 1 ve 2 haftalik sham ile deney grubundaki sicanlarda sinlizoid/karaciger
parankimi oranlarinin grafigi (Vv) (p<0.05).

Histolojik ve Floresan Boyama Bulgulari

Balonlasmaya 1 haftalik deney gruplarinda nadir olarak rastlandi
ancak 2 haftallk deney gruplarinda balonlasma gézlendi. Ikinci hafta
grubunda balonlasma orani birinci hafta grubundan ve sham grubundan
anlamh olarak daha yuksekti (p <0.05). 1.hafta grubunda ve sham
grubunda balonlagsma orani anlamli farklihk géstermemistir (p> 0.05).
(Tablo 4.7) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: a: 1 haftalilk deney grubu ve b: 2 haftalik deney grubunda balonlasmanin
varlidi. Kisa siyah oklar mikrovezikiler balonlagsmayi uzun siyah oklar makrovezikiler
balonlasmayi gostermektedir (HE boyama 200X, bar: 100um).

100,0% 100,0%
80,0% 80,0%
60,0% 60,0%
40,0% 40,0%
20,0% 20,0%
0,0% = = 0,0%
1 haf. sham 1 haf. deney 2 haf. sham 2 haf. deney
Balonlasma (-) EBalonlasma (+) B Balonlasma (-) Balonlasma (+)

Tablo 4.7: 1 ve 2 haftalik sham ile deney gruplari arasindaki hepatoseliler
balonlasma varhgdini géstermektedir (p<0.05).

Masson trichoromea ile boyanmis kesitlerde 1 haftallk deney
gruplarinda fibrozis cok gézlemlenmese de daha cok periportal alanda
mevcuttu. Iki haftalik deney gruplarinda cogunlukla periportal olmak tizere
bazi sicanlarda perisiinizoidal fibrozise rastlandi. ikinci hafta grubunda
fibrozis orani birinci hafta grubundan ve sham grubundan anlamlh olarak
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daha yuksekti (p <0.05). Birinci hafta grubunda fibrozis orani sham
grubundan anlamh olarak daha yuksekti (p <0.05), (Tablo 4.8), (Sekil
4.5).

Sekil 4.5: a: 1 haftalik sham, b: 1 haftalik deney grubunda hafif periportal fibrozis
go6sterilmektedir, c: 2 haftalik sham,d: 2 haftalik deney grubu. perisiniizoidal ve peri
portal fibrozis gdsterilmektedir (Mason trichoromea boyama, 160X, bar: 100um) siyah
ok: fibrotik alanlari géstermektedir.
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Tablo 4.8: 1 ve 2 haftalik sham ile deney gruplarinda fibrozis dlzeyini
gbstermektedir (p<0.05).

100,0% - 100,0%
80,0% 80,0%
60,0% 60,0%
40,0% 40,0%
20,0% - 20,0%
0,0% 0,0%
1 haf. sham 1 haf. deney 2 haf. sham 2 haf. deney
B Fibrozis (-) B Fibrozis (+) BlFibrozis (-) B Fibrozis (+)

Oil red o ile yapillan boyama sonrasinda 1 haftalik deney grubunda
yag grandullerinin orani sham grubundan anlaml olarak daha ylksekti (p <
0.05). ikinci hafta grubunda yag graniillerinin goriilme orani birinci hafta
grubundan ve sham grubundan anlamli olarak daha ylksekti (p < 0.05).
Sonuglar bize 2 haftalik deney grubunda sham lere ve 1 haftalik deney
grubuna oranla daha fazla yaglanma oldugunu gdésterdi (Tablo 4.9), (Sekil
4.6).
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Sekil 4.6: a: 1 haftalik sham , b: 1 haftalik deney grubu ,c: 2 haftalik sham, d:2 haftalik
deney grubu. Isik mikroskobunda gdsterilmektedir. (Oil red o boyama, 160X, bar:
100um) siyah oklar: yag granili gostermektedir
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Tablo 4.9: 1 ve 2 haftalk sham ile deney gruplarinda yaglanma oranini
gbstermektedir (p<0.05).

100,0% 100,0%

80,0% 80,0%

60,0% 60,0%

40,0% 40,0%

20,0% 20,0%

0,0%

0,0%

1 haf. sham 1 haf. deney 2 haf. sham 2 haf. deney

BORO (-) ORO (+) ORO (-) BORO (+)

Birinci hafta ve ikinci hafta grubunda Nile red boyamada floresan
Isimanin goruilme orani sham grubundan anlamli olarak daha yuksekti (p
<0.001). 1.hafta grubunda ve 2.hafta grubunda Nile red orani anlaml
farklihk gostermemistir (p> 0.05). Sonuglar karsilastirildiginda 2 haftalik
deney grubunda 1 haftalik deney grubuna oranla daha fazla yag asiti
salinimi olusmustur (Tablo 4.10), (Sekil 4.7).
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Sekil 4. 7: a: 1 haftalik sham, b: 1 haftalik deney grubu, c: 2 haftalik sham, d: 2
haftalik deney grubu. Beyaz ok: Altin sarisi seklinde isimalar yag asitlerini
gostermektedir. (Nile red boyama, 100X, bar: 100um konfokal mikroskop)
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Tablo 4.10: 1 ve 2 haftalik sham ile deney gruplarinda nile red boyamdaki
IsSimanin dizeyini géstermektedir (p<0.05) .

100,0% 100,0%
80,0% 80,0%
60,0% 60,0%
40,0% 40,0%
20,0% 20,0%

0,0% = 0,0%

1 haf. sham 1 haf. deney 2 haf. sham 2 haf. deney

Nile Red (-) ENile Red (+) Nile Red (-) ENile Red (+)

Ikinci hafta grubunda Bodipy boyamada floresan isima gériilme orani
sham grubundan anlamli olarak daha yuksekti (p < 0.05). Bu sonuglar 2
haftalik deney grubunda 1 haftalik deney ve sham gruplarina gére daha
fazla intraselller yag birikiminin oldugunu gostermektedir (Tablo 4.11),
(Sekil 4.8).

Sekil 4.8: a: 2 haftalik deney grubu, b: sham grubu. Yesil noktalar bodipy floresan
boyanin isimasinin géruldugla odaklardir. Intraselller yag birikimini géstermektedir
(Bodipy boyama; 100X, bar: 100um, Konfokal mikroskop)
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Tablo 4.11: 2 haftalik deney ve 2 haftalik sham gruplarinda Bodipy boyamayla
isitmanin varhigi (p<0.05).

100,0%

80,0%

60,0%

40,0%

20,0%

0,0%
2 haf. sham 2 haf. deney

(-) (+)

Biyokimyasal Bulgular

Deney gruplarinda sham gruplarina gére ALT dederi artis gostermis
olmasina ragmen 1.hafta grubunda, 2.hafta grubunda ve sham grubunda
ALT degeri anlamh farklilik géstermemistir (p> 0.05).

Bir haftalik deney grubunda sham grubuna gére AST artisi olsa da
anlamli bir fark goérdlmemistir. Ancak 2 haftalik deney gruplarinda sham
gruplarina goére AST dederinde anlamli olarak artis gorilmistir (p<0.05).
Bu bulgu bize 2 haftallk deney grubunda hiicre hasarinin oldugunu
gbostermektedir (Tablo 4.12 ve 4.13).

Tablo 4.12. 1 haftalik sham ve deney grubundaki sicanlarin AST-ALT dederleri

Grup ALT (U/L) AST (U/L)
1 haf. sham

1 166,9 347
2 88,9 177,9
3 63,5 119,2
4 101 188,6
5 64 108,8
1 haf. deney

1 72,9 150,6
2 50,2 110,7
3 139 408,6
4 63,1 224,2
5 68,4 188,5
6 116,4 261,4
7 61,3 175,1

72



Tablo 4.13: 2 haftalik sham ve deney grubundaki sicanlarin AST-ALT degerleri

Grup ALT (U/L) AST (U/L)
2 haf. sham

1 55,2 142,7
2 70,5 180,1
3 111,2 213,6
4 129,2 165,3
5 52,1 111,4
2 haf. deney

3 89,7 222
4 69,4 163,9
5 77,9 292,1
6 139,7 378,9
7 210,7 659,9

Karaciger Perfiizyon Bulgulari

Sicanlarin karacigerlerinden kan akimi icin yaptigimiz laser speckle
mikroskobuyla gérintileme o6ncesinde 2 haftalik deney grubundan iki
sigan 6ldigu icin onlardan gérinti alinamadi. iki haftalik deney grubunda
bazi alanlarda kan akimi 1 haftalik ve sham grubuna gdre azalis gdstermis
olsa da 1.hafta grubunda, 2.hafta grubunda ve sham grubunda kan akimi
degisimi istatistiksel olarak anlamli farkhlik goéstermemistir (p> 0.05)
(Tablo 4.14).
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Tablo 4.14: Karacigerdeki kan akiminin alanlara gére dedisimi (Laser speckle

velosimetri).

lhaftalik Deney 1. alan 2. alan 3.alan 4.alan 5.alan 6. alan 7. alan Ortalama
1haf1 57,72 75,96 108,53 99,49 90,91 95,06 118,7 92,3386
1 haf 2 117,32 114,42 126,8 89,63 38,49 110,64 56,27 93,3671
1 haf 3 190,12 186,1 214,25 244,95 141,39 108,12 228,84 187,681
1 haf 4 128,82 97,85 148,2 134,88 142,37 145,52 160,37 136,859
1 haf & 128,82 97,85 148,2 134,88 142,37 146,52 160,37 137,001
1 hafe 77,1 59,58 77,9 89,06 117,05 76,07 76,59 81,9071
1 haf7 37,02 45 17,39 51,94 23,51 45,43 48,03 38,3314
2 haftalk Deney

Deney 3 141,27 137,28 107,93 120,75 120,75 65,01 119,28 116,039
Deney 4 141,27 137,28 107,93 120,75 65,01 119,28 158,49 121,43
Deney 5 149,49 147,52 121,48 124,43 63,36 82,62 lob,74 122,234
Deney & 219,53 186,91 135,98 100,21 6,99 158,49 134,685
Deney 7 93,57 105,95 118,95 94,42 147,93 81,77 98,77 105,909
Kontrol

Kontrol 1 263,13 259,75 248,67 230,91 171,2 185,95 212,16 224,539
Kontrol 2 180,47 172,58 176,91 166,69 165,09 164,44 167,31 170,499
Kontrol 3 208,95 44,49 141,34 95,46 200,53 161,77 184,19 148,104
Kontrol 4 259,39 13,58 176,56 334,19 125,19 184,61 206,19 185,673
Kontrol & 160,84 93,72 170,51 164,51 157,94 185,2 184,79 159,644
Kontrol 6 108,26 29,98 59,7 81,75 8,75 209,3 54,67 78,9157
Kontrol 7 94,29 148,68 194,24 148,3 198,9 154,81 155,56 156,397
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5.TARTISMA

NAFLD, metabolik sendromun hepatik belirtisidir ve dinyadaki en
yaygin karaciger hastaliklarindan biridir. NAFLD kademeli olarak karaciger
inflamasyonu, fibrozis, siroz ve hatta hepatoselliler karsinoma ilerleyebilir.
NASH'li hastalar ilerleyici fibroz gelisme riski altindadir. Hastalik gegmisi 6
yildan fazla olan vakalarin %50'sinde fibrozis bildirilmistir (Li vd., 2017).
Arastirmacilar NAFLD'nin cesitli patolojilere sahip heterojen bir hastalik
oldugunu ve NAFLD'nin farkli fenotipli hastalarda, cesitli hastaliklara neden
olabilecegi yoninde bir tanimda bulunmaktadir. Bununla birlikte, NAFLD
patogenezinin karmasik oldugu ve NAFLD icin etkin bir ilag tedavisi henliz
kurulamadigi belirtilmektedir (Xu vd., 2014).

NAFLD ve NASH’a ait bilgiler, daha 6énce yapilan galismalar sonunda
bu hastalik icin uygun modellerin bulunmasi ile sinirhidir. Ilgili karaciger
patolojisinin uygun bir metabolik baglamda gelistigi bir dizi kemirgen
modeller tarif edilmistir. Bu modeller, NASH (zerinde calisan arastirmalar
icin anahtar rol oynamaktadir. Bunlar NASH'In neden olustugundan ziyade
basit steatozdan inflamasyona ve progressif fibroz durumuna gegisine yani
steatohepatitin olusumuna ydneliktir.

Farkli kemirgen modelleri iki buyuk gruba ayrilabilir. Birinci model
olarak hastaligin diyetten sonra edinildigi modeller, ikinci model olarak
farmakolojik manipilasyon ve karaciger hastaliginin kendiliginden gelistigi
genetik olarak modifiye edilmis modellerdir. Bugline kadar tek bir
kemirgen model bile insanda bu hastaligin ilerleyis sireglerini
aciklayamamis, ancak bu modeller insandaki hastaligin 6zelliklerini taklit
edebilmektedir. Bu nedenle, arastirmacilarin uygun kemirgen modellerini
secmeleri dnemlidir (Imajo vd., 2013).

NAFLD / NASH gelisim mekanizmalarina ydnelik klinik arastirmalar
Ozellikle doku 6rneklerinin elde edilmesiyle ilgili etik hususlarin yani sira,
interaktif patojenik yolaklarin iginde oldugu bu hastaligin nedeni ve etkisi
arasindaki karmasikhdl tanimlamamasindan dolayi sinirli bilgi vermektedir
(Day, 2002). Anlasilacagl gibi NASH icin tedavi edici segenekler, etiyoloji
ve patogenetik mekanizmalarin tam belli olmamasi nedeniyle istenilen
gelisimi gosterememistir (Wanless ve Shiota, 2004; Farrell ve Larter,
2006; London, 2007; Cohen vd., 2011). Kemirgen modelleri, bu
durumdan sorumlu molekller mekanizmalarin anlasiimasina yonelik kritik
bilgiler saglayabilir. Dahasi, NAFLD / NASH'nin kemirgen modelleri bu
hastaligin etyolojisini anlamak icin 6nemlidir ve bu durum igin etkin
tedavilerin gelistirilmesi icin oldukca yararli modellerdir (Koteish ve Diehl,
2001; Fan vd., 2005; Larter, 2007). Son yillarda, insan NAFLD / NASH
patogenezini andiran birgok yeni kemirgen modelleri tarif edilmistir. Bu
modeller, NAFLD / NASH'deki kilit konularn arastiran arastirmacilar igin
umut verici araglar gibi géziilkmektedir (Imajo vd., 2013).

75



NAFLD / NASH, kemirgen hayvanlarda, karaciger yad aliminda
degisikliklere neden olan c¢ok cesitli faktoérler kullanilarak basitce
modellenebilir. Bu durum vyad asitlerinin aliniminda ve atiliminda
dengesizliklere neden olur. Alternatif olarak, hepatik kolesterolde bir artis,
kemirgenlerde NAFLD / NASH'ye neden olabilir. Ayrica, endotoksin ile
indlklenen karaciger enflamasyonu da NAFLD / NASH patogenezine neden
olabilir.

Kemirgenlerde NAFLD / NASH indiksiyon modellerinden bazilar
asagida verilmistir;

(I karaciger yag asiti artisi ile olusan modeller

(II)  artmis de novo lipogenezi olan modeller

(III) indirgenmis oksidasyonlu modeller

(IV) dusik-yogunluklu lipoprotein (VLDL) sekresyonunu azaltan

modeller
(V) artmis hepatik kolesterolli modeller
(VI) endotoksin ile indiiklenen karaciger enflamasyon modelleri

Bu modellerdeki verilerin acikca destekledigi sey; hepatik steatozun
gelismesinde yag asitlerinin karacidger ici dolasimindaki rolidir (Donelly
vd., 2005). NAFLD’nin olustugu hastalarda yag asitleri artmis ve hepatik
tutulumlanyla hastalik ortaya cikmaktadir (Nehra vd., 2001). NAFLD'li
hastalarda yad asiti metabolizmasi, insilin direnci, dislipidemi ve TG
dizeyleri arasinda fizyolojik etkilesimler mevcuttur (Kim vd., 2000; Previs
vd., 2000; Angulo, 2002; Petersen vd., 2005; Utzschneide ve Kahn, 2006;
Abdelmalek ve Diehl, 2007; Koch vd., 2008). Buna ek olarak, yag asitleri
insdlinle uyarnlan glukoz alinimini inhibe eder (Bliher, 2002; Reddy ve
Rao, 2006). Buna goére karacigere artmis yad asiti verilmesi NAFLD
patogeneziyle iliskili gibi goziikmektedir. Karacigere artmis yagd asiti
verilmesi temelli modeller; "Ylksek yagli diyet alimini iceren modeller",
"Istah artisi modelleri", "Ya§ dokusunda bozuk lipid sentezi olan
modeller", "Glukokortikoid artisi olan modeller ve" Insilin direnci artirilmis
modeller” olarak sayilabilir.

Yiksek yagh diyetle beslenen modellerde, yiksek yag icerikli bir
yemek tlketildikten sonra 6nemli miktarlarda silomikron-TG karacigere
verilir ve lizozomlarda lipoliz gegirilerek yag asiti olarak salinir. Bu sekilde
olusan fazla miktarda yag asitleri, steatoz, diyabet ve obezite olusmasina
neden olur (Donelly vd., 2005). Bu modeller, NASH'ninkine benzer
nitelikler Gretmek igin fizyolojik olmayan bir prosedir gerektirmediginden
dolay! yararh ancak, minimal fibroz miktari ve HCC yoklugu oldugu igin
sinirh modellerdir.

Kronik olarak HFD'ye maruz birakilan modellerde kullanilan C57 / BL6
fareleri, ad libitum yuUksek vyagl diyetle beslendiklerinde obezite,
hiperinsilinemi, hiperglisemi ve hipertansiyon gelistirdigi icin insan
metabolik sendromunu incelenmesinde iyi bir modeldir. Ancak bu farelerin
diyet alimi normal yemekle sinirlandirildiginda fiziksel olarak normal ya da
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zayIf kalmaktadirlar. (Ito vd., 2006). Bu modelle yakin zamanda yapilan
uzun sdreli bir calismada, glukoz toleransi ve erkek C57Bl / 6] farelerde
hafif steatohepatit gelistigi gozlenmistir (ito vd., 2007). Bununla birlikte,
gelismis NASH'nin &zellikleri olan siddetli fibroz ve karsinom, uzun slre
ylksek yagli diyet maruziyetinden sonra bile ortaya ¢cikmamistir.

Intragastrik olarak asiri yagh diyetle beslenen fare modelinde,
farelere uzun sureli gastrostomi tlipl yerlestirilmistir. Sivi bir HFD ile asir
beslenme yapilarak obezite ve insllin direnci olusturulmustur. Bu farelerin
%46'sinda, timodr nekroz faktérld (TNF) sinyali veya sitokrom P450 (CYP)
2E1 indiksiyonu yoklugunda artmis plazma alanin aminotransferaz (ALT)
seviyeleri ile steatohepatit (hafif fibroz dahil) gelismistir (Denk vd., 2005).
Bununla birlikte, bu modeli Uretmek icin gerekli prosedirin oldukca
karisik oldugundan bahsedilmektedir.

Kisa sure o6nce yayinlanmis bir kemirgen besleme modelinde, tel
raflar igine sikistinlarak hareketleri engellenmis ve fruktoz surubu, trans
ve doymus vyag asitleri ile zenginlestiriimis "fast food" beslenme
kompozisyonunu taklit eden bir beslenme tipi ile HFD olusturulmustur
(Tetri vd., 2008). Sonucta bu farelerde siddetli obezite, glukoz intoleransi,
hiperinsilinemi ve 16 hafta boyunca nekroinflamasyona sahip énemli
hepatik steatoz gelismistir. Fruktoz bakimindan zengin diyet, artan
bakteriyel endotoksin bagdirsak translokasyonu yoluyla proinflamatuvar
sitokinlerin oksidatif stresine ve ekspresyonuna neden olmus, portal
kandaki endotoksin seviyesini yukseltmis ve daha sonra Kupffer
hicrelerinin aktivasyonuna neden olmustur (Bergheim vd., 2008; Spruss
vd., 2009; Kanuri vd., 2011; Tsuchiya vd., 2013). Nitekim, seker
acgisindan zengin bir diyetin, insanlarda NAFLD'nin gelisimi igin bir risk
faktord oldugu bilinmektedir (Tappy vd., 2010) Bununla birlikte, bu
modelde de siddetli fibroz ve karsinom, uzun stlreli maruziyete ragmen
ortaya gikmamistir.

Istah artisi olan kemirgen modellerinde, diyetteki fazlaliklarinin
sonucunda karacigerde yag asiti artis gostererek steatoz ve metabolik
sendroma neden olunmustur (Garthwaitevd., 1980). Bu modeller iginden
gidalarin alimini ve lipid metabolizmasini dlzenleyen knockout MC4R'ye
sahip farelerde, HFD verildiginde steatohepatit ve hatta karaciger fibrozisi
ve hepatoseliler karsinom gelismistir (Balthasar vd., 2005; Itoh vd.,
2011). MC4R'nin gesitli patojenik mutasyonlari, insanlardaki siddetli erken
baslangicli obezite ve NAFLD'yi blylk oranda goéstermektedir. Bununla
birlikte baska bir model olarak gelistirilen yagh karaciger Shionogi (FLS) -
ob (FLS-ob) fareleri, cokgenik bir 6zellik sergiler ve dikkat cekici sekilde
obezite ve diyabetik semptomlar gelistirirler. FLS-ob farelerde sadece
hepatik steatoz gelisimi dedil ayni zamanda fibrozlu steatohepatit
gelismistir. Bu farelerde steatosis, FLS ve ob / ob farelerde oldugundan
daha hizhh gelisir (Soga vd., 2010). Dahasi, FLS-ob fareler, HCC'yi FLS
farelerden daha erken gelistirirler. Bu iki model, insandaki NAFLD’ye en
yakin modeller olsa da butin bu gruba giren modeller, bilinen veya
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bilinmeyen genetik anomalileri olan obezite modellerini icerir. Bu modeller
NAFLD / NASH'yi incelemek igin kullanildiginda, modellerin fizyolojik
kosullarin etkilerini yansitmadigi belirtilmektedir.

Adipoz dokuda dizensiz lipid sentezi olan modellerde, yag dokusunda
dizensiz lipid senteziyle birlikte artmis yad asiti akisi dogrudan portal
sisteme yoOnlendirilir. Adipoz dokudan sistemik dolasima yag asitlerinin
salinnm hizi, hormona duyarh lipazin asirn gen ekspresyonu (HSL)
nedeniyle NAFLD'li obez hastalarda dogrudan artmaktadir (Nielsen vd.,
2004). Yag dokusunda bozuk lipit sentezi olan modeller, hepatik yag
asitlerindeki artisin sonucu olarak, insan NAFLD / NASH'deki duruma
benzer sekilde steatoz sergilemislerdir. Bununla birlikte, bu modeller yag
dokusundaki azalma nedeniyle obezite gbéstermez oysa obezite insan
NAFLD / NASH icin vazgegilmez bir semptomdur. Bu nedenle, bu modeller,
adipositokinlerin yag dokusundan etkilenmemesi nedeniyle dezavantajlari
olan modellerdir.

Artmis glikokortikoidli modellerde, glikokortikoidler (GC), lipogenezi
uyarir ve lipolizi inhibe ederler. Bunlar abdomen, ense ve ylizde yadin
birikmesinde blyuk etkiye sahiptirler. Dolasimda GC seviyesinin
artmasliyla artan yag asitleri, steatoz, ic organlarda yag birkimi, insilin
direnci, diabetes mellitus, dislipidemi, hipertansiyon ve artmis
kardiyovaskuller hastalik riski tasimaktadirlar. GC artisi olan modeller,
steatozdan steatohepatiteye kadar cesitli 6zellikler gdésterir, ancak fibroz
ve HCC g6zlenmez.

Insilinin sadece glikoz alinimini didzenlemekle kalmadi§i ayni
zamanda yag dokusu lipolizini ve hepatik glikoz Uretimi slirecini baskiladigi
bilinmektedir Gilham vd., 2009). Dolayisiyla, insilin duyarlihgr hem saglik
hem de hastalik kosullarinda glikoz dengesine en blyluk katkiyi
saglamaktadir. Bu sireclerden lipoliz, fizyolojik aralik iginde insiline en
duyarh olanidir. Obez kisilerde ve diyabetli hastalarda maksimal etkinin
%50'sini Ureten insllin konsantrasyonu olarak tarif edilen instlin EC50, iki
ila Uc kat artar, bu da yad dokusu lipolizinin, en azindan kas ve
karacigerin insillinin etkisine karsi direngli oldugunu gosterir. Karaciger
yag dokusundaki insllinle wuyarilan glikozun yok edilmesi, kasla
karsilastirildiginda kantitatif 6nem tasimazken, lipolizin insilin ile
dizenlenmesi ve ardindan gliserol ve yag asitlerinin dolasima birakiimasi,
glikoz dengesi icin blyilk etkiye sahiptir. Sonuc¢ olarak, yagd dokusunda
insdlinin antilipolitik etkisine karsi direng, asiri yag asiti ve gliserol salinimi
ile sonuclanarak glikoz dengesi Uzerinde zararli etkiye sahip olur. Tim
bunlara ragmen, artmis insllin direnciyle olusturulan modellerin
iltihaplanma, fibrozis veya HCC gdéstermemesi gibi dezavantajlar vardir
(Imajo vd., 2013).

De novo lipogenezis (DNL), fazla olan karbonhidratlarin yag asitlerine
dénudstirilmesinden sorumlu metabolik yol olup, sonucta gliserol 3-fosfat
ile esterlestirilerek TG olmasidir (Browning ve Horton, 2004). Asiri glikoz,
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yag asiti sentezinin ana substrati olan asetil-CoA'ya metabolize
oldugundan, yag asiti yiuksek karbonhidratli yemeklere cevaben DNL'den
de ortaya cikabilir (Foufelle ve Fere, 2002). Asetil-CoA karboksilaz (ACC)
arind olan Malonyl-CoA, sadece yag asiti sentezi icin bir substrat degildi,
aynl zamanda uzun zincir yag asitinin B oksidasyonu icin mitokondriye
girmesini duzenleyen karnitin palmitoiltransferaz 1'i (CPT1) inhibe eder
(Trumblevd., 1995). Sadlikh kisilerde DNL'nin total hepatik TG Uretimine
olan katkisi azdir ve salgilanan VLDL-TG'ye (1-2 g / glin) dahil edilen yag
asitlerinin %J5'inden azini olusturmaktadir. Bununla birlikte, NAFLD'li
hastalarda DNL'nin total hepatik TG Uretimine katkisi cok daha yUksektir
ve salinan VLDL-TG'ye dahil edilen yag asitlerinin %15 ila %?23'Und
olusturmaktadir. Insilin duyarliidi olan bireylerle karsilastinldiginda,
normal bir karacigerde, TG icerigine sahip olan insiline direncgli kisilerin,
kas glikojen sentezi oraninin c¢ok daha distk oldugu, ylksek
karbonhidratl yiyeceklerde alinan gliikozun cogunun karaciger DNL'ye ve
karaciger TG sentezine dogru sapma gosterdigi gortlmustir. Artmis de
novo lipogenezi ile olusturulan modeller insulin rezistansi sergilesede,
insan NASH'sinde yag asiti seviyesinin artmis olmasi ve obezite gostermesi
gerekir.

Yag asiti oksidasyonu, mitokondri, peroksizomlar ve mikrozomlarda
ortaya cikar. Oksidasyon ya B oksidasyonu olarak COOH'ye bitisik ikinci
karbon atomundan ya da  oksidasyonu olarak terminal karbondan
ilerleyebilir. B-Oksidasyon mitokondri ve peroksizomlarda meydana
gelirken, mikrozomlarda w-oksidasyonu olusur (Bennett, 2009). Iskelet
kasinda mitokondriyal yag asiti B-oksidasyonunun hiz sinirlayici asamasini
katalizleyen karnitin palmitoiltransferaz 1 (CPT1), dis mitokondriyal
membranda bulunur (McGarry ve Brown, 1997). CPT1, uzun zincirli agil-
CoA'nin mitokondriye tasinmasini kontol eder. Enerji yoksunlugunda up
reglile enzim olan AMP aktive protein kinaz (AMPK), dogrudan asetil-CoA
karboksilaz (ACC)'ye fosforillenir ve etkisiz hale getirilir, malonil-CoA
olusumunu azaltir bununla birlikte yag asiti tasinmasinin mitokondride
artmasini ve ayrica B oksidasyonunu saglar. BOylece enerji dengesi geri
yuklenmis olur. Egzersiz ve iskelet kasi kontraksiyonu AMPK'yi aktive
eder, lipit oksidasyonunu uyarir, hem karaciger hem de iskelet kasinda
lipid birikimini azaltir. B oksidasyonundaki bir azalma hepatik yag
asitlerinin artan birikimi nedeniyle steatoz ile sonucglanir. Azaltiimig
oksidasyonlu modellerde karaciger timorleri olusmasina ragmen fibrozis
gbézlenmemistir.

Trigliseridler, apolipoprotein B (ApoB) ile baglanir ve daha sonra
salgilanan bir lipoprotein partikiltine dénusur (Hamelet vd., 2007). ApoB
sentezi, yag asiti, TG ve ayni zamanda mikrozomal trigliserid transfer
protein’i (MTP) dlzeylerinin ylUkselmesiyle, insdlin tarafindan inhibe
edilmesiyle uyariir (Gordon, 1997; Julius, 2003). Boylece, karacigerde
artmis yag asiti artisi ve normal / azaltilmis insilin konsantrasyonlari veya
insllin direnci varliginda, olgun VLDL-ApoB'nin salgilanmasinin artmasi
beklenir. VLDL'ye dahil edilen TG'nin blyidk kismi de novo sentezinden
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ziyade hicre ici depolama havuzlarindan kaynaklanmaktadir (Gordon,
1997). Insilin direnci oldugunda, artmis yag asiti diizeylerine ragmen, TG
karacigerde tutulur ve bu sekilde steatoz olusturur. Bu anahtar adim
NAFLD'nin patogenezi ile ilgili olabilir. Aslinda, salinan VLDL'deki serum TG
seviyesinin, insan NASH'li hastalarda MTP mRNA seviyesi distlkce azaldigi
bildirilmistir. Azaltilmis VLDL salgilamali modellerde, yagd asiti artisi
gbézlenmemis, bazilarinda ise steatoz gorilse de inflamasyon olusmamistir.

Hepatik kolesterol, diyetteki alim arttikca veya eliminasyonu
azaldiginda birikir. Kolesteroliin vicuttan atilmasinin birincil yolu, safra
yolu ile hem biliyer kolesteroliin dogrudan kanalikiler atilimi hem de
hepatik kolesterollin safra asidine dénlstirtilmesinden olusur (Vlahcevic
vd., 1997). Hepatik kolesterol birikimi, yayilan protein yanitinin ve
endoplazmik retikulum (ER) stresinin neden oldugu apopitozun
aktivasyonu ile kalsiyum tikenmesine ve ER stresine neden olur. Dahasi,
hepatik kolesterol birikimi mitokondriyal glutatyon depolarini azaltabilir ve
mitokondriyal glutatyon seviyelerini tekrar dolduran S-adenosil-L-metionin
ile dizeltilebilir (Feng vd., 2003; Devries-Seimon vd., 2005). Iinsan
karaciger orneklerinin lipid kompozisyonu analizleri, NAFLD veya NASH'li
hastalarda hepatik kolesterol igeriginde ciddi bir artis oldugunu ortaya
koymaktadir (Bieghs vd., 2012). Ana supurlcl reseptér olan ve modifiye
edilmis kolesterol agisindan zengin lipoprotein alimi igin 6nemli olan CD36
ve makrofaj tutucu reseptér 1 (MSR1)‘in, hlcre ici kolesterol dagilimini
etkileyerek NAFLD'deki inflamasyonun baslangicina basl basina katkida
bulundugu goésterilmistir (Puri vd., 2007). Bu sonuglar, dizensiz kolesterol
metabolizmasinin NAFLD ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Hepatik
kolesterolln artirlmasiyla yapilan IL-1 Ra knockout fareleri, aterojenik bir
diyet ile beslenmenin 20. haftasini takiben, insan NASH'sindeki duruma
benzer sekilde, cok sayida iltihap hicresi iceren siddetli steatoz ve
perisellller fibroz sergiledigi gdzlenmistir.

Kronik inflamasyon, NASH patogenezinde ©&nemli bir faktérdlr
(Matteonivd., 1999). Gram negatif bakterilerin énemli bir dis zar
olusturucu maddesi olan ve endoprotein olarak da adlandirilan
lipopolisakkarid (LPS), hepatik inflamasyonun guglid bir uyaricisi olarak
dusanultr. LPS, karacigerdeki iltihaplanma, sitokin dretimi ve iltihap
hicrelerinin birikmesine neden olabilir. Aslinda NASH hastalarinda LPS'nin
karaciger notrofil infiltrasyonunun esas nedeni oldugu bildirilmistir (Brunt
vd., 2004). Buna ek olarak, 6énceki birkac rapor, NASH hastalarinda
saglikll sham lere gore bagdirsak gegirgenliginin arttigi veya ince bagirsak
bakteri codalmasinin daha sik gorildigla ifade edilmektedir (Burt vd.,
1998). Ilginc olarak, p53 adi verilen hiicre déngisinid dizenleyen bir
timor supresor proteinin  de endotoin ile indiklenen karaciger
inflamasyonu yoluyla NAFLD ile iligkili hepatoselller hasarin molekdiler
mekanizmalarina dahil oldugu bildirilmektedir (Yagahi vd., 2004). Bu
distk dozlu LPS ile indiklenen NASH modelde, yag asiti seviyelerinde
artis, obezite, insilin direnci, inflamasyon ve fibrozis gériilmesine ragmen
karsinom g6zlenmemistir.
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NAFLD'nin, NASH da dahil olmak Uzere, bilinen cesitli kompleks
biyokimyasal, metabolik ve klinik durumlari, buzdaginin su Ustlinde
gérinen kismina benzetilebilir, yani bu konuda bilinmeyenler bilinenlere
gore daha fazladir. Patogenetik mekanizmalar ve uygun tedavi
yaklasimlari ile ilgili bilgiler cogunlukla eksiktir (Imajo vd., 2013).

Kemirgen modeller, hastalik patogenezi c¢alismalarinda gerekli
araclardir. Ancak bu modeller, sadece insanda hastaligin patolojisini ortaya
koymakla kalmayip, hastaligin gelisim gosterdigi ve ilerleme sirecini de
aciklayabilir 6zellikte olmahdir.

NAFLD / NASH'in kemirgen modelleri asadida acgiklandigi gibi birtakim
problemlere sahiptir. Ilk olarak, basit yad degisiklikleri ve inflamatuar
infiltratlara ek olarak balonlasma, hepatosit dejenerasyonu gibi gercek
steatohepatitin bazi 6zellikleri nadiren NAFLD / NASH kemirgen
modellerinde goésterilmistir (Matteonivd., 1999; Brunt vd., 2004; Burt vd.,
1998; Yagahi vd., 2004). ikincisi, varolan herhangi bir model, NAFLD /
NASH hastalarinda en sik goérulen 6lim nedeni olan kardiyovaskuler
hastalik sergilememektedir. Uglinclsii, genetik degisiklije sahip modeller
insan NAFLD / NASH'yi uygun sekilde yansitmayabilir. Bu nedenle, klinik
uygulamada karsilasildigi gibi mevcut NAFLD / NASH fenotip modellerini
Ureten higbir model mevcut degildir ve modellerin birgodu, gross histolojik
goérinimu harig, insan hastaligindan farklidir. Bu tutarsizliklar ve ilerleyici
fibroz steatohepatit igin gelistirilen modellerin glvenilir olmamasi, bu
alandaki arastirmalari engellemektedir. Bu nedenle NAFLD / NASH ideal
olan bir modeli gelistirmek icin bilim adamlan mevcut modelleri
iyilestirmeye veya yeni modeller gelistirmeye devam etmelidir. Bunu
yaparken, hastaligin patogenezi hakkindaki bilgiye daha fazla sahip olmali,
boylece insan NAFLD / NASH'sinin tam olarak anlasiimasina ve etkili
terapilerin gelistiriimesine yardimci olmahdir (imajo vd., 2013).

Verilen 6rnekler disinda Kalish ve arkadaslan (2012), intraportal yolla
yag verildiginde nasil bir etki olusacagina dair soru sorarak venodz
damarlardan yag verdikleri bir model olusturmustur. Ancak bu modelde
yuksek glukoz igerikli diyet uygulanmis ve galismadaki bazi hayvanlarda
sepsis olustugu belirtilmistir. Calisma sonunda sadece steatohepatitin
varligindan bahsedilmistir. Bu calismanin yeterli olmadigini belirterek bu
yonde (damar yoluyla) daha fazla calisma yapilmasina dikkat cekmislerdir.

Biz de calismamizda bugline kadar yapilan diger hayvan modellerini
g6z énune k yeni bir hayvan modeli olusturmayi amacgladik. Modelimizi v.
portae hepatis Uzerinden vyaparak, buldugumuz sonuclar neticesinde
NAFLD'nin olusum mekanizmasinin aciklanabilmesi icin ileride yapilacak
calismalara katkida bulunmayi hedefledik. Kullandigimiz intralipid %20
maddesindeki  yadlar silomikron  dizeyinde oldugu igin vyad
metabolizmasinda birinci kapiller sistem bypass edilmistir. Daha dnce v.
portae hepatis'ten yag \verilerek ©6zglin bir yadlanma modeli
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olusturulmadigindan, bizim calismamiz v. portae hepatis'ten kanul takilip,
intraportal olarak yag verilen ilk steatoz modeli olmustur.

Multifoton mikroskopi gorintileme teknigi, canh hayvandan iyi
kalitede gorinti almaya imkan saglayan bir yontemdir. Ancak canli
hayvandan gorinti almak sanildigi kadar kolay degildir. Cogunlukla
calismalar beyin calismalari oldugundan firmalar tarafindan bu calismalara
uygun aparatlar yapilmistir. Yapilacak diger organ calismalari icin bu
durum, arastirmacilari oldukca zorlamaktadir. Hedeflerimizden biri benzeri
az yapllmis olan NAFLD olusmus canli sicandan gorinti almak oldugu igin
gelistirdigimiz yeni aparatlarla hedefimizi gerceklestir.

Sicanlarimiz makroskobik olarak degerlendirildiginde, iki haftalk
deney grubundakilerin hepsinde blUyldk ya da kiguk lipogranilom
gbzlenmistir (Sekil 4.1). Lipograndlomlar, NAFLD tanisi icin gok gerekli
degdildir ancak NASH’de siklikla gbzlenen bir bulgu (Brunt, 2012) oldugu
icin makroskobik olarak modelimizin olumlu sonuglarinin olabilecegini
gOsteren degerli bir veri olmustur.

Histolojik kesitlerin morfometrik analizi, hem biyolojik dokularda hem
de inorganik ortamdaki fazlar veya materyallerin hacim fraksiyonunu
minimum hatayla elde eden ve yakin gecmiste kullanilmaya baslanilan bir
yontemdir. Morfometrik yontemler, 6lcimler sonucunda elde edilen verileri
tarafsiz ve guvenilir yapmaktadir (Pierre vd., 2016).

Calismamizdaki morfometrik incelemelerde: ortalama v. centralis gapi
hem 1 haftallk hem de 2 haftallkk deney grubu sicanlarda sham grup
sicanlara gére daha buyik bulundu. (Tablo 4.3 ve 4.4). Iki haftalik ve 1
haftalik deney gruplari karsilastirildiginda ise (Sekil 4.2) 2 haftalik grupta,
ortalama v. centralis capinin diger gruba oranla daha biyik olmasi, bize
portal venden vyad verildikge ortalama v. centralis capinin arttigini
gbéstermektedir. Bununla birlikte, portal alanda bulunan damar caplarinin 2
haftalik deney gruplarinda 1 haftallk deney grubuna gdére daha fazla
genisleme gosterdigi gozlemlenmistir. Calismamiza paralellik gosteren v.
centralis capi ile ilgili bu tarzda bir calismaya rastlanmamistir. Shih ve
arkadaslarinin (2016) yapmis olduklari transplantasyon calismasinda v.
centralis capinin dedisiminin, kan akimiyla baglantih olmadigina
deginmislerdir.

Morfometrik olarak sinlizoid/parankim orani hesaplandiginda; 1
haftalik deney grubundaki sicanlarin sham grubuna go6re sintzoidal
araliginin arttidi, aksine karaciger parankimasinin azaldigi tespit edilmistir
(Sekil 4.3). Iki haftalik deney grubunda ise 1 haftalik deney grubuna
oranla sinlzoidal araligin daha da arttigi ve karaciger parankimasinin da
daha fazla azaldigi tablolar (4. 5) ve (4,6) ‘de gosterilmistir. Deney slresi
uzadikca parankimanin azalip sinlzoidal araligin artmasi dikkat gekicidir.
Noorafhsan ve arkadaslarinin (2005), diyabetli sicanlarda yapmis olduklar
calismada sinlzoid hacmindeki degisimin hepatosit hacmindeki
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degisikliklere bagladiklarini belirtmislerdir. Altunkaynak ve arkadaslarinin
(2009), disi sicanlarda yapmis olduklari yliksek yag icerikli calismada
sinlzoidal hacim artisinin nekroz nedeniyle parankima kaybina ve
hepatositlerin sayisal yodunlugunun azalmasina badglamislardir. Yine
Yahyazadeh ve arkadaslarinin (2017), yapmis olduklari yliksek yagh diyet
calismasinda, yagli diyet ile beslenmenin karacigerde vaskiler dilatasyona
neden oldugunu, bunun sebebinin de iltihapli degisiklikler olabilecegini
belirtmiglerdir. Brancatelli ve arkadaslari (2018) ise sinltzoidal
dilatasyonun nedenini artmis vendz basinca baglamislardir.

Hepatosit balonlasmasi, hilicre sitoplazmasinin  sismesi ve
vakuolizasyonu nedeniyle karaciger lobdillerinin normal altigen seklinin
kayboldugu dejenerasyondur. Balonlasma ve Mallory-Denk cisimcikleri
karaciger hicresi hasarini temsil eder ve NASH tanisini koymada kritik
6nem tasirlar (Sakamoto vd., 2017).

Calismamizda sadece 2 haftallk deney grubunda balonlasma
gozlenirken (Sekil 4.4), bir haftallk deney grubunda balonlasmaya
rastlanmamistir (Tablo 4.7). Bu durum 2 haftalk deney grubunda
steatohepatitin varligina isaret etmektedir.

NASH, lobller inflamasyon ve ilerleyici perisintizoidal fibrozis ile
karakterize NAFLD spektrumunun bir pargasidir. NASH'i belirlemenin en
yaygin yolu karaciger fonksiyon testlerinin anormal sonuclaridir (Fan ve
Qiao, 2009). Karaciger fibrozisi, kronik karaciger hasarina bagl olarak
cogunlukla kolajenler olmak lizere hiicre disi matriks proteinlerinin birikimi
ve devaminda siroz, portal hipertansiyon, karaciger yetmezligi ve HCC ile
ortaya cgikabilen bir karaciger hastahdidir (Lu vd., 2014).

Calismamizda 2 haftallk deney gruplarinda inflamasyon tespit
edilirken, 1 haftalik deney gruplarinin ¢ogunlugunda gdzlenmemistir. Iki
haftalik deney gruplarindaki bu inflamasyon, daha c¢ok lobdler infiltrasyon
seklinde olusan inflamasyondur. Steatohepatitin 6nemli belirtilerinden biri
olan bu durum, 2 haftallk deney grubunda steatohepatit olustugunun
gbstergesidir.

Fibrozisi g6stermek igin kullanilan Masson trichoromea boyasi ile
kesitler boyandiginda, 1 haftalik deney gruplarinin bazilarinda da fibrozisin
mevcut oldugu gézlenmistir. Iki haftalik deney grubunda hem periportal
hem de perisinltizoidal fibrozis mevcuttur (Tablo 4.8). Bir haftalik deney
grubunda ise tek basina bazi bdlgelerde periportal fibrozis gérilmustir
(Sekil 4.5). Ancak 2 haftalik deney grubunda hem periportal hem de
perisinlizoidal fibrozisin varhdinin tespit edilmesi, olusturdugumuz modelin
steatohepatite gittiginin bir gostergesidir.

NAFLD'deki steatozda yaygin olarak makrovezikller steatoz goérulur ki
bu tip steatozda blyuk lipid damlasi hepatositlerde sitoplazmayi kaplar ve
cekirdedi cevreye kaydirir. Makrovezikiler steatoz siklikla gozlenmekle
birlikte, morfolojik olarak koépuklli gérinen sitoplazma ile karakterize olan
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mikrovezikller steatozun varligi da ayrica dederlendirilmelidir (Sakamoto
vd., 2017).

Oil red o boyasi ile boyanan kesitler degerlendirildiginde,
calismamizda deney gruplarinda sham gruplarina gére yag damlaciklari
gérulmuistur. Bir haftallk deney grubu ile 2 haftalik deney grubu
karsilastirildiginda, 2 haftalik grupta kesit Gzerindeki yag damlaciklarinin
yluzdesi 1 haftalik gruba gére daha ylksektir (Tablo 4. 9). Bunun yanisira
Hematoksilen-Eosin boyama vyapilan kesitlerde yag damlaciklarinin
bayutklikleri karsilastirildiginda, 2 haftalik deney grubunda cogunlukla
makrovezikiler agirhkh olmak sartiyla mikrovezikiler yag damlalarinin da
bulundugu bir goérinti elde edilmistir. Bir haftalik deney grubunda ise
gruptaki birkag sicanda 2 haftallk gruba oranla daha az sayida
makrovesikiler adirhkli yag damlaciklari mevcutken, diger siganlarda
makrovesikillerin de bulundugu ancak mikrovezikiler agirhkli  yag
damlaciklari mevcuttu (Sekil 4.6). Her ne kadar mikrovezikiler yag
damlaciklari uzun dénemde zayif bir prognoz gdsterse de steatohepatit ve
karaciger hasari gelisimi icin blyUk risk tasidigi bilinmektedir (Choi vd.,
2015). Calismamizda 1 haftallk deney grubundaki hayvanlarda bu
bilgilerden yola c¢ikarak basit steatozun olustugunu ve steatohepatit
riskinin de yiiksek oldugunu sdyleyebiliriz. Iki haftalik deney grubundaki
sicanlarda ise siddetli steatozun varligi boyamalarla tespit edilmistir.

Butin bu histolojik bulgular beraber degerlendirildiginde; 1 haftalik
deney grubunda non alkolik yagh karaciger degerlendiriimesinde; hafif
steatoz (>%5) yaninda periportal inflamasyon gdézlenmis ve balonlasma
da mevcut dedildir. Deney 2 de ise siddetli steatoz (%33-%66), lobller
inflamasyon odak basina 2-4 odak seklinde, bunun yaninda kesitlerde
birkag balonlagsmis hepatositlere rastlanmistir (Tablo 4. 2). Bu veriler géz
ontne alindiginda her iki deney grubunda NAFLD varhdindan bahsedilmesi
mumkindir. Non alkolik steatohepatit derecelendirilmesi yapildiginda, 1
haftalik deney grubunda sadece hafif steatozdan, 2 haftalik deney
grubunda ise panacinar steatozdan bahsetmek muimkindidr. Bir haftalik
deney grubunda portal fibrozis haricinde fibrozis goézlenmedidi icin
evreleme vyapillamazken, 2 haftallk deney grubu evre 2 0&zelliklerini
gostermektedir (Tablo 4. 1). Bu veriler isiginda bir haftalik deney
grubumuzda sadece steatoz olusmus ancak 2 haftalik deney grubunun
steatohepatite gittigi soylenebilir.

Canh organizmalarda baslica enerji kaynaklarindan bir tanesi lipid
oldugu icin, lipid metabolizmasi viicutta hassas bir sekilde diizenlenir. Yag
dokularinin yani sira, ¢ogu triasilgliserol ve kolesterol esteri olan nétr
lipitler, lipid damlasi veya lipid cismi olarak adlandirilan bir inklGzyon cismi
icinde depolanir (Uchiyama ve Komiyami, 2013). Sitoplazmik lipid
damlaciklari formundaki anormal intrahepatik yag birikimi (steatoz),
karacier metabolizmasinin dedismesinin erken bir patofizyolojik
ozelligidir. Lipid damlasi, hlicresel noétr lipidlerin depolanmasi ve metabolik
diizenlenmesinde kritik rol oynayan organel benzeri yapilardir. Insilin

84



direnci ve siddetli karaciger hastaliina potansiyel olusturabilen bir
progresyon gosterebilmektedir (Choi vd., 2015). Bu nedenle yag
damlaciklarini gorintilemek igin yapmis oldugumuz Bodipy boyama ile
yag asiti alimi degerlendirildiginde (Tablo 4.11) iki haftallik deney
gruplarinda belirli alanlarda 1sima odaklar tespit edilmistir (Sekil 4. 8). Bu
IsSima bize 2 haftalik deney grubunda yad asiti aliminin ve birikiminin
oldugunu gostermistir.

Nile red boyama ile intraselller yag birikimini tespit etmek igin
boyanan kesitlerden mikroskop altinda floresan i1sima dederlendirilmistir.
Isimanin oldugu kesitlerden 1simanin oldugu odak noktalarinin ¢oklugu ve
azhigina bakilmistir (Tablo 4.10). Sonuglara goére, 1 haftallk deney
grubundaki bazi sicanlarda daha az olmak Uzere, 2 haftalik deney
grubundaki sicanlarda daha fazla sayida isiyan odak noktalari tespit
edilmistir (Sekil 4.7). Boylece 2 haftalik deney grubunda 1 haftalik deney
grubuna goére daha fazla oranda intraseliler yad birikiminin oldugu
g6zlenmistir. Isimanin oldugu odaklar cogunlukla portal alanin yakininda
ya da cevresinde 0Ozellikle hiicre infiltrasyonunun oldugu yerlerde daha
fazla orandadir.

NAFLD'nin deneysel modelleri, NAFLD hastalarinda da goérllen
sistemik endotel disfonksiyonu ve artmis kardiyovaskuller risk
sergilemektedir. Ilging olarak, Metabolik sendromda (MS) morbiditeye
neden olan komplikasyonlarin cogu vaskiler kdkenlidir (Huang, 2009). Bu
da vaskdlaritenin MS'te 6nemli bir hedef oldugunu dislndirmektedir.
Karacigerdeki enzimatik reaksiyonlarin son drinlerinin birikimi karaciger
mikrovaskller hasarina, karaciger fonksiyon bozuklugunu daha da
arttirarak  NAFLD progresyonuna katkida bulunabilir.  Enzimatik
reaksiyonun son UruUnleri, esasen ileri derecede glikasyon son Urlnleri
oldugu icin reseptorin uyarilmasi yoluyla karaciger hasari, fibrozis ve
inflamasyonu siddetlendirdigi ve bunun da oksidatif ve inflamatuar yollari
aktive ettigi aciklanmistir (Leung vd., 2014).

Bugline kadar vyapilan calismalarda, NAFLD'nin mikrosirkilasyon
degisimine deginilmistir (Hirooka vd., 2015; Pereira vd., 2017). Bunun igin
calismamizda karaciger kan akiminin mikrosirkilasyonu igin laser speckle
ile kan akimi dederlendirilmis, 1 haftalik gruplar arasinda anlamh bir fark
bulunmasa da, 2 haftalik deney grubunda karaciger lobunun bazi
bélgelerinde diger gruplara gére kan akiminin yavasladigi goézlemlenmistir
(Tablo 4. 14). Sefalian ve arkadaslarinin (1999) vyaptiklari calismada
steatoz olusmus grupta mikrosirkilasyonun azaldigi tespit edilmis ve
bunun sonucunda hepatik yag infiltrasyonun karaciger kan akimini ve
parankimal mikrosirklilasyonu vyavaslattigi seklinde yorumlamislardir.
McCuskey ve arkadaslarinin (2004) diyetle olusturduklari steatohepatit
calismasinda yadglanmadan fibrozise gidildikce kan akiminin azaldigi
ybninde calismalarini yorumlamiglar. Pereira ve arkadaslarinin (2017)
ylksek yagl diyet ile yapmis olduklari NAFLD calismasinda karaciger kan
akiminin  %47'ye kadar azaldigi tespit edilmistir. Bu durum bizim
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calismamizla benzerlik gostermektedir. 2 haftalik deney gruplari sham
grubu ile karsilastirildiginda kan akiminin portal venden yag verilen deney
gruplarinda sham gruplarina gére azaldigi gorilmis ve anlamlh bir fark
ortaya cikmistir. Sonucumuz diger calismalar ile 6rtismektedir.

Deney gruplarinin kan o6rneklerinden yapilan ALT degerlendirmesi
sonucunda gruplar arasinda istatistiki olarak anlamh bir farklilik
gbézlenmemistir. Ancak AST sonuglarina gére 1 haftalik deney grubu ve
sham arasinda fark bulunmazken 2 haftallk deney grubunun AST
degerlerinin diger gruplardan daha yiksek oldugu fark edilmistir (Tablo 4.
12, 4.13). Sonuglara bakildiginda 2 haftalik deney grubunun AST dederi
sham grubuna goére anlamh bulunmustur. AST/ALT oraninin 1,33 ve
Uzerinde olmasi steatoz gdstergesidir (Oh vd., 2008). Hatta AST'nin
artmasi fibrozis ile dogru orantilidir (Colak ve Tuncer, 2010). Bakildiginda
bizim butin gruplarimizda oran 1,33’Un Uzerindedir. Sasirtici olarak,
kontrol gruplarimizda da bu oran yiiksek cikmistir. Iki haftalik deney
grubunda ozellikle AST’'nin diger gruplara gore ylksek olmasina bagh
olarak fibrozis olusumunu gordigimiz icin gelistirdigimiz bu modelin diger
steatohepatit modelleriyle benzer 6zellikte oldugunu goéstermektedir
(Imajo vd., 2013). Ayni zamanda AST artisi karaciger dokusundaki hasar
sonrasinda kanda gorillen belirleyici bir etmen oldugundan bu sonug,
calismamizin histolojik verilerini de dogrular niteliktedir.

Calismamizda elde ettigimiz  verileri  diger modeller ile
karsilastirdigimizda, olusturdugumuz modelde balonlasma, steatohepatit
ve fibrozise ilave olarak, hepatositlerde yagd asitleri varliginin da kesin
olarak gosterilmesiyle, NAFLD calismalari igin yeni bir yaglanma modeli
olusturdugumuzu soyleyebiliriz.
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6.SONUC VE ONERILER

NAFLD'nin olusum mekanizmasi gunimuze kadar butlin calismalarda
tartisiimis ve vyapilan batin modellerin insandaki spektrumun aynisini
yansitmadigi belirtilmistir. Bu nedenle biz de, insandaki NAFLD'ye en yakin
yeni bir model olusturmak amaciyla yola ciktik.

Rutinde kullanilan Hematoksilen-Eosin ve Masson trichrome
boyamalar haricinde yapmis oldugumuz diger boyama teknileri ile
karaciger yaglanmasinin olusup olusmadigini kontrol ettik.

Deney gruplarinda Oil red o boyasi ile yag damlaciklarinin varligini
gosterdik. Nile red ve Bodipy floresan boyalari ile yag asitlerinin salinimini
ve intraseltler birikimini ileri teknolojik mikroskoplar ile tespit ettik.
Boylece karaciger yaglanmasinda temelde olmasi gereken durumlarin
bazilarini modelimizde sergilemis olduk.

Olusturdugumuz modeldeki elde ettigimiz diger genel parametrelerin
sonuglar ile birlikte, parenteral modellerden baska, direkt olarak wv.
portae’dan yag verilerek de NAFLD’nin olustugunu gdzlemledik. Bu yeni
modelle NAFLD olusum mekanizmasi calismalarinda yeni bir kapi actigimizi
disinmekteyiz.

Bundan sonraki basamaklarda calisacak arastirmacilarin, NAFLD'nin
son basamagi olan karaciger karsinomu olusumu {zerine adgirlk
vermelerini tavsiye etmekteyiz. NAFLD’li kisilerde, kardiovaskdiler
hastaliklar gorildiginden (Targher vd., 2005) bu modelle yapilan
yaglanmada, kardiovaskiler hastaliklarin varhiginin tespit edilmesine
ihtiyag vardir. Ayni zamanda bizim modelimizin kullanilacagi baska
calismalarin NAFLD’nin gerek biyokimyasal gerek genetik gerekse ve
molekiler degerlendiriimesiyle bu hastaligin olusum mekanizmasiyla ilgili
yeni bilgilerin olusacadi kanaatindeyiz. Edinilen bilgilerin de gerekli ilag
tedavisinin gelistirilmesinde etkili olacagini disinmekteyiz.
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