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1.GIRIS VE AMAG:

Nonalkolik steatohepatit (NASH), son yillarda obezite ile paralel olarak
sikligi giderek artan, karacigerde yaglanma ve inflamasyon ile seyreden, kronik bir
hastaliktir. Basit yaglanmadan, fibrozis, karaciger sirozu, karaciger yetmezligi ve
maligniteye ilerleyebildigini gosteren yayinlarin yapiimasi ile 6nemi giderek
artmistir.  Tani igin radyolojik, klinik ve histopatolojik incelemenin birlikte

degerlendiriimesi gerekmektedir. Biyopsi tani igin mutlak gerekli bir ydntemdir.

NASH’ li olgularda orta dizey karaciger enzim yuksekligi vardir. Genelde
ALT, AST den daha yuksektir. Alkol kullaniimadigi ve viral markirlarin negatifligi
klinik olarak belirtiimelidir. Obezite, tip 2 diabetes mellitus, hiperlipidemi NASH ile

siklikla birliktelik gésterir. Jejunoileal bypass ve bazi ilaclar diger risk faktérleridir.

NASH’in patofizyolojisi tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak diger
faktorlerle birlikte bazi sitokinler (TNF-a, IL -1, IL-6, IL-8, IL-10 ve TGF- B vb.)
onemli rol oynar. TNFa, IL-1 ve IL-6 akut faz reaksiyonun baglamasini saglayan
tetikgilerdir. Diger sitokinler ise, akut faz reaksiyonun modifikasyonunda rol alirlar.
Sozunu ettigimiz sitokinler, karacigere portal venden kan yoluyla gelirler.
Sinuzoidlerin endotel hucreleri kandaki sitokinleri Disse bosluguna, oradan da
hepatositlere ulastirirlar. Disse bosluguna uzanimlari olan diger hicreler stellat
hiicreleri (ito hiicreleri) ve Kupffer hiicreleridir. Her iki hiicre tipinin de hem
proinflamatuar sitokinler igin reseptorleri, hem de sitokinleri Uretme yetenekleri
vardir. Karacigere 6zgl bu yapi sayesinde, sitokinler hepatosite ulasirken, es
zamanl olarak Disse boslugundaki diger hucreler tarafindan da fark edilir. Gerek
stellat hicreleri, gerekse Kupffer hiicreleri kendilerine ulasan akut faz reaksiyonu ile
ilgili bilgileri cogaltarak adeta ikinci proinflamatuar sitokin yaniti olarak hepatositlere

sunarlar ( 1).

Karaciger igerisinde ise, sitokinler, enfeksiydz, toksik, iskemik, otoimmun
hepatitler, fibrogenez ve transplant reddi, viral ¢ogalmanin &6nlenmesi, kismi
hepatektomi sonrasinda geride kalan karaciger dokusunun yenilenmesi gibi pek ¢ok
hastalikta 6nemli rol oynamaktadirlar (2). Sitokinlerin normal sartlar altinda
salinimlari az miktarda olmasina ragmen, akut faz reaksiyonu sirasinda ¢ok yuksek

dizeylere ¢ikarlar.
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Kupffer hlcrelerinin sitokin salgiladiklari ve pek ¢ok karaciger hastaliginda
aktif rol oynadiklari da g6z 6nline alinirsa, NASH etyopatogenezinde de 6énemli bir
faktor olmalari olasidir. Stellat hucrelerinin de sitokin ve blyime faktori sentezi
yaptigl, karaciger fibrozisinde onemli rol oynadiklarn bilinmektedir. Kupffer
hicrelerinin - TGF B (Transforming growth factor beta), TNF-a ( Tumdr nekroz
faktér a) ve IL-1 (interldkin 1) gibi sitokinlerin salinimi ile stellat hicreleri ve

fibroblastlari aktive ederek NASH'i tetiklemesi mimkindur.

Kupffer hucreleri karacigerde bulunan RES'’in bir Uyesidir ve sitokin
salgilama vyetenekleri vardir. NASH’te, bu hucrelerin, salgiladiklari sitokinler
araciligi ile inflamasyon ve fibrozis gelisiminde énemli rol oynamasi olasidir (3).
Stellat hicreleri, sitokin ve bliyume faktorl sentezi ve sekresyonu yapabilen, bag
dokusu gelisiminde énemli rol oynayan hicrelerdir. Kupffer hucreleri, TGF B, TNF-a

ve IL-1 gibi sitokinlerin sekresyonu ile stellat hiicreleri ve fibroblastlari aktive ederler

(4).

Bu calismanin amaci, karaciger igne  biyopsilerinde,  NASH
etyopatogenezinde yaptiklari salgilar ve fibrogenezde énemli rol oynama ihtimali
olan Kupffer hicreleri ve stellat hicrelerinin yogunlugunu ve dagilim paternlerini
arastirmak, normal karaciger dokusu ve hepatosteatozdaki farkliliklari belirlemektir.
Diger bir amacimiz ise, boyama yontemleri ile goérintiledigimiz bu hulcrelerin
histopatolojik degerlendirmesinde NASH tanisi ve prognozu ile direk baglantili
olabilecek histopatolojik bulgulari aramaktir. Bu amagla kurumumuzda incelenen
63 NASH, 13 hepatosteatoz, 13 viral hepatiti NASH ve 17 normal olgunun
karaciger biyopsilerini ayrintili sekilde, histopatolojik olarak inceledik ve gruplari
immunhistokimyasal olarak CD68 VE SMA boyalari ile boyadik. Elde ettigimiz

veriler arasindaki farklari ve baglantilari istatistiksel olarak inceledik.
2.GENEL BILGILER:
2.1Karaciger Histolojisi:

Normal erigkin karacigeri 1400-1600 gram agirhdinda bir organ olup,
metabolik dengenin slrdurilmesiyle goérevlidir (5,6). Besinlerle alinan aminoasit,
karbonhidrat, lipid ve vitaminleri igleyerek gerekli drlnleri sentezler ve ihtiyag
durumunda gerekli yerlere godnderiimek Uzere depolar. Dolagsimdaki partikilleri

fagosite eder, metabolitlerin biotransformasyonu, endojen, ekzojen artiklarin
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detoksifikasyonu ve safra ile atilimini saglar. Karaciger, depoladigi maddeleri
gerektiginde kan dolasimina salgilamasi nedeni ile endokrin, urettidi safray1 kanallar
aracihgi ile duodenuma akittigindan dolay1 ekzokrin bir organ olarak kabul edilir.
Glisson kapsiulu ile kusatilmistir. Kapsulden ayrilan ince bag dokusu uzantilar,
organi loblara ayirir. Karacigerin yapisal ve fonksiyonel birimleri karaciger
lobdlleridir. Klasik karaciger lobull, ortasinda santral ven bulunan, periferde portal
alanlarla sinirli altigen sekilli yapidir. Karaciger santral venden baslayarak, perifere
dogru isinsal tarzda birbirleri ile anastamozlasarak ilerleyen, hepatosit kordonlarini
ve aralarinda sinlzoid kapillerini igerir. Lobullerin kdselerinde yer alan portal alanda,
bad dokusu icinde, vena porta, arteria hepatika, safra duktusu, lenf damarlari ve
sinirleri bulunur. Bu yapida, tek tik lenfosit, makrofaj, seyrek mast hiicresi, eozinofil

bulunabilir, normal kosullarda nétrofil ve plazma hicresi gortlmez.

Karaciger asinlisu, kisa ekseni iki portal ven, uzun ekseni iki santral ven
arasinda bulunan baklava seklinde veya oval sekilli alandir. Portal bdlgelere en
yakin olan bdlim zon 1, en uzak olan bélim zon 3 olarak bilinir. Kan dolagimi
portal alandan geldigi i¢in zon 1, periportal bolgeye; zon 2, midzonal bélgeye; zon 3

ise santral ven gevresindeki sentrilobuler bdlgeye uyar.

Karaciger dolasiminin % 60-70’i portal ven, % 30-40'1 hepatik arter
tarafindan saglanir. Karacigerde, vena porta ile barsaktan alinan Grlnler ve oksijen
portal alandan, lobdil icindeki sintizoidlere, oradan parankim hcrelerine verilir. Bu
hlcrelerin drettigi Grlnler lobllin merkezinde bulunan santral vene, oradan da

vena hepatikaya bosgalir.

Hepatositler santral venden, portal alana dogru isinsal sekilde uzanan
kordonlar olusturur. Genellikle tek, bazen 2 niveli poligonal hicrelerdir. Hepatositler
iyi gelismis granller ve agraniler endoplazmik retikulum, belirgin golgi kompleksi,
mitokondri, ribozom, lizozom, peroksizom, lipid ve glikojen icerirler. Periportal
bdlgede kordonlarin en son sirasindaki hepatositler lobilin portal traktisle sinirini
belirleyen limiting plate’i ( sinirlayici tabaka ) olusturur. Kordonlar, erigkin ve biylk
cocuklarda tek sira hicrelerden, 5 -6 yas altindaki ¢ocuklarda 2 sirali hiicrelerden
olusur. Hepatositler safra kanaliklli denen ve hepatositler arasina yerlesmis ince
kanallara safra salgilarlar. Safra kanalikllleri karsilikli plazma membranlarinin
periferden baglanti kompleksleri ile baglanmasi ile olusan, 1sik mikroskopik diizeyde
izlenemeyen, intersellller alanlardir. Safra bu kanaliklllerden, duktullere, oradan da

portal alanlarda yer alan safra kanallarina akitilir. Portal alandaki safra kanallar tek
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katli kibik epitel ile dbselidir. Hepatosit kordonlari arasinda izlenen sintzoidler,
dizensiz lumenli endotel hicreleri ile ddseli, pencereli kapiller 6zelligi gdsteren,
altinda yer alan bazal membrani, yer yer kesintili olan damarsal yapilardir. Bu yapi
hepatositler ile sinuzoidler arasinda madde alisverisini kolaylastirir (7,8,9). Sinuzoid
duvarinda endotel hicrelerinden bagka Kupffer hiicreleri adini alan makrofajlar da

bulunur.

Sintzoidleri déseyen endotel hicreleri ile hepatosit kordonlari arasinda
Disse araligi bulunur. Disse araliginda stellat hicreleri ( = ito hticreleri = lipositler )
bulunur. Normalde 1sik mikroskopik incelemede bu hicreler izlenmez, ancak bazi
patolojik durumlarda belirginlesir (10,11). Stellat hiicreleri vimentin, dezmin, SMA ile
boyandigindan mezenkimal orijinli oldugu dusuniimastar (12,13). Bazi
arastirmalarda néral proteinlerin ekspresyonu izlendigi icin, ndral krest orijinli
olabilecegdi distnulmustir. Glial fibriler asidik protein (GFAP), ndral hiicre adezyon
molekil (N-CAM) antikoru ve sinaptofizini eksprese edebilir (14,15,16,17,18). Bu
hdcrelerin A vitamini metabolizmasinda rol oynadigi, eksraselliler matriks
proteinlerini , proteoglikonlari, buyume faktorleri ve sitokinleri salgilayabildikleri
bilinmektedir. Prostoglandin ve tromboksan A2 gibi dizenleyici maddelere cevap

olarak sintizoid limeninin ¢apini degistirebilmektedir.

2.1.1 Kupffer Hiicresi :

Kupffer hicreleri hepatik sintzoidlerin I[imeninde bulunan, uzantili yildiz
sekilli sitoplazmali, buylk c¢ekirdekli, fagositoz yapabilen makrofajlardir (19,20).
Sitoplazmik uzantilari ile sinlizoid duvarina tutunurlar ancak, sintzoidleri déseyen
endotelyal hucreler ile badlantisal kompleksler olusturmazlar, bu hucrelerin
protoplazmik uzantilari arasindaki bosluklarda bulunurlar. Genis endotelyal

pencerelerden perisiniizoidal bosluga gecebilirler.

Kupffer hicreleri, fare f6tal karacigerinde monosit sirkilasyonunda
g6rildigu icin, primitif makrofajlardan kaynaklandigi disiniimektedir. Ayrica, bu
hicreler yolk sac kesesinde de izlenmistir (21). Bu bilgiler gdstermis ki, Kupffer
hicreleri gift kbkene sahiptir. Kupffer hicreleri sinlizoidler boyunca hasarli alanlara
ve bolgesel lenf nodlarina  aktif olarak gdé¢ edebilir (22). Bu hucrelerin
sitoplazmalarinda lizozomlar, fagozomlar ve peroksidazdan zengin endoplazmik
retikulum sisternalari bulunur. Partikllleri fagosite edip, uzaklastirmak, portal

kandaki ¢ozunlr materyalleri ayirmak, bu hicrelerin esas fonksiyonudur. Kupffer
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hicrelerinin  immdn  yanittaki primer rolleri fagositozla antijen ve immin
komplekslerin temizlenmesidir (10). Ayrica Kupffer hicreleri, immulojik cevabin
baslatiimasi ve gastrointestinal kaynakli endotoksinlerin temizlenmesinde 6nemli
rol oynar (23,24,25,26).

Bu mekanizmalarin icerigi tam olarak anlasiimamakla birlikte, Kupffer
hicrelerinin IL-1, IL-6, TNF-a ve IFN-gamma (interfferon gamma) gibi
proinflamatuar ve inflamatuar mediatorler ile, IL-10 gibi makrofaj aktivasyonunu
baskilayan ve sitokin sekresyonunu inhibe eden mediatérlerin  salinimini
dizenlemesi, bu olayda rol oynayabilir. Codu sitokinler aktive Kupffer hlcreleri
tarafindan salinir ve lokal etkileri vardir, mikrovaskiiler etki ile hepatosit ve stellat

hlcre fonksiyonlarini dizenler.
2.1.2. Stellat hiicreler:

Disse araliginda yerlesmis sitokin ve blyime faktérl sentezi ve sekresyonu
yapabilen 6zellesmis hucrelerdir. Karaciger fibrozisindeki hicre disi matriks ve
kollajen sentezinden sorumludur. Oksidatif stres ve TGF B hepatik stellat hicreleri
aktive ederler (27). Kupffer hicreleri, TGF B, TNF-a ve IL-1 sekresyonu ile stellat
hicreleri ve fibroblastlari aktive eder (4). Yagh karacigerde hepatik stellat hlcre
aktivasyonu vardir ve fibrozis derecesi ile yakin iliskilidir (28). Kupffer hicreleri ve
hepatik stellat hlcreleri arasinda sitokin aracilar ile kurulan bu iliski fibrozis ile

sonuglanir.
2.2 . Nonalkolik Steatohepatitin Tarih¢ge ve Tanimlamasi:

NASH genelde, obezite, diyabet ve hiperlipidemili hastalarda izlenen,
karacigerde yaglanma ile giden, kronik inflamatuar bir hastaliktir. ik kez 1962
yilinda H. Thaler tarafindan anlamli miktarda alkol kullanmayan, fakat alkolik
steotohepatit ile uyumlu histolojik 6zelliklere sahip bir vaka bildirilmistir (28). Alkole
bagli olmayan karaciger yaglanmasi terimi, ilk kez 1980°’de J. Ludwig ve arkadaslari

tarafindan kullaniimistir (29).

NASH, obezite prevalansinin da artmasiyla toplumda giderek yayginlasan
bir halk saghd: sorunudur. Viral markirlarin negatifligi, karaciger fonksiyon
testlerinin orta diizeyde yuksekligi ile karakteristiktir. Genelde ALT, AST den daha
yuksektir. NASH vyetiskin erkek ve kadinin yani sira, c¢ocuklarda da

gorilebilmektedir. Vakalarin timinde, anlamli miktarda alkol kullanimi yoktur.
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NASH'in tanisi tek basina klinik veya laboratuar degerleri ile konmaz. Tani igin

“altin standart “ karaciger biyopsisinin incelenmesidir. Tani karaciger biyopsisi

sonuglarinin, klinik ve laboratuar incelemeleri ile desteklenmesi seklinde konur.

En 6nemli risk faktorleri obezite, inslline bagimli olmayan diabetes mellitus,
hiperlipidemi, dislipidemi, metabolik sendrom’dur. Yapilan calismalarda hasta
gruplarindaki  obezite prevalansi % 90 lara varmaktadir. Ayrica diyabet ve
hiperlipidemi sikligi da énemli dlgtide ylksek bulunmaktadir. Cogu hastada insilin
rezistansi vardir. Jejunoileal bypass ve bazi ilaglar da NASH’e neden olan faktorler
arasinda sayilabilir. Olus mekanizmasinda, insulin rezistansi, hepatositlerde asiri
serbest yag asitlerinin birikimi, lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres s6z
konusudur (30). NASH basit steatozdan, steatohepatit, ilerlemis fibrozis ve siroza
kadar uzanan genis bir spektrumu yansitir. Siroza gidis degiskenlik géstermekle
birlikte genel olarak yavas seyirlidir ve bitln siroz tirlerinde oldugu gibi karaciger
yetmezligi ve hepatoselliler karsinom riski tasir (55). NASH’li hastalarda
kardiyovaskiler risk artisi vardir. Metabolik ve vaskiler komplikasyonlar
gelistirebilir. NASH’li hastalarin mortalite orani, genel populasyondan daha yuksektir
(31).

2.3. Nonalkolik Steatohepatitin Patogenezi:

NASH patogenezi henliz yeterince iyi bilinmemektedir. Bazi hastalarda
sadece steatoz, bazilarinda steatohepatit ve progresif fibrozis gelismesinin
nedenleri bilinmemekle birlikte, vicut yag dagilimi, antioksidan sistemlerdeki
farkhliklar ve genetik yatkinlik suglanmaktadir. insilin direnci, hepatik steatoz ve
steatohepatite yol agabilen ©6nemli bir mekanizmadir. Oksidatif hasarin,
steatohepatitin nekroinflamatur bileseninin ortaya ¢ikmasinda gerekli oldugu
disunulmektedir (32).

Hangi mekanizma ile olursa olsun, sonugta karacigerde artmis trigliserid
birikimi mevcuttur. Trigliserid birikimi, SYA’ nin (Serbest yagd asitleri) karacigere
ulasimindaki fazlalik, karaciger de artmis yag asidi sentezi, yag asitlerinin azalmis 3
oksidasyonu ya da VLDL (Cok dusulk dansiteli kolesterol) sentezinin azalmasi veya
karaciger digina salinimindaki azalmadan kaynaklanabilir. Trigliseridlerin ana
kaynagi yag dokuda depo edilen ve karacigerde, de nova sentezi ile yapilan yag

asitleridir (33). Asiri karbonhidrat tuketimi de, karacigerde yag asitlerine gevrilerek,
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trigliserid olarak depolanabilir (34). Sonucgta, yag asidinin Uretimi hepatik

metabolizmanin hizini asar ve 6zellikle trigliseridler birikir (Resim 1, 2).
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NASH patogenezinde iki agsamali darbe teorisi 6ne sirilmektedir (35). Resim :3
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Resim 3: NASH patogenezinde, steatoz ve fibrozisin mekanizmalari.
2.3.1. NASH Geligsiminde ilk Darbe:

Hepatik Steatoz, Obezite, insiilin Direnci

Hepatik steatoz, trigliseridlerin karacigerde asiri oranda birikmesi ile ortaya

cikar ve NASH gelisimi igin ilk darbeyi olusturur (36). Hepatik lipid metabolizmasinin

alim, sentez, yikim ve salinim basamaklarindaki bozuklukta insulin direnci énemili

rol oynar (Resim 1). insiilin direncinin molekiiler patogenezi multifaktdryel gibi

gbrinmekte olup, instlin etkisinin engellenmesinde rol oynayan birgok molekiler

hedef belirlenmistir. insiilin direnci, hiperinsiilinemi ve lipoliz ile hepatositlerde yag

birikimine neden olur. Yag asitlerinin hepatositlere ylksek oranda girisiyle,
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mitokondrial beta-oksidasyon doygunluga ulasir. Sonug¢ olarak, yag asitleri

hepatositlerde birikir.

insilin direnci durumlarinda hepatik yag asidi serbestlesmesinin temel yolu
olan VLDL’lerin ve apoprotein B 100 (apo B) yikiminin arttigi, karacigerde fazla yag
asidi serbestlesmesinin azaldigi saptanmistir (37). Ayrica CYP2E1 ekspresyonu
artarak prooksidanlar olusur. Sonugcta yag asitlerinin tretimi hepatik metabolizmanin
hizini asar ve dzellikle trigliseridler birikmeye baslar. insiilin direncine neden olan

mekanizmalar baglica 4 grupta toplanabilir :

Prereseptor nedenler: Anormal insulin ve insulin antikorlari, kan akim bozuklugu.
Reseptore ait nedenler: Azalmis resoptor sayisi ve afinitesi.

Postreseptér nedenler: Anormal sinyal iletimi ve fosforilasyon. Insiilin
sinyalizasyonu, postreseptdr tirozin kinaz aktivitesi ile olur (37,38). inslilin reseptor
substrate 1 ( IRS-1 ) postreseptér insilin rezistansindan sorumlu temel
mekanizmadir.

GLUT 4 ( Glikoz transport edici protein )’Gn azalmasi (39).

Artmis intrahepatik yag asidi dizeyleri, steatozdan steatohepatit ve siroza

ilerlemede buyuk oranda sorumlu olan oksidatif stres icin kaynak teskil eder.
2.3.2. NASH Gelisimindeki ikinci Darbe :
1) Oksidatif stres sonucu lipid peroksidasyonu.

2) Endotoksin-sitokin baglantili hiicre hasari. (Resim 4,5)
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sitokinlerin artigi, lipid peroksidasyonu etkisiyle
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2.3.2. 1. Oksidatif Stres:

Oksidatif stres, reaktif oksijen Urtnleri (ROS) ve bunlarin metabolitlerinin
Uretiminin, bunlara karsi olan savunma ve detoksifiye etme mekanizmalarinin
kapasitesini asarak dengenin bozulmasi ile meydana gelir. Serbest radikaller
genellikle serbest metallerle (Fe, Cu ) ilgili enzimatik veya enzimatik olmayan
oksido-rediiksiyon esnasinda olusabilir. En énemli radikaller siperoksit anyonu,
hidrojen peroksit ve aktif hidroksil radikalidir. Yag metabolizmasinda kisa, orta, ve
uzun zincirli SYA’inin artan akimi sonucunda beta — oksidasyon artmaktadir. Bu da
NASH yolunda en 6nemli adim olan serbest radikal Uretimi ile sonuclanmaktadir
(40). Sonugta hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerine maruziyet lipidler, DNA ve
proteinler gibi hiicresel makromolekillerde hasara neden olabilir. Giderek artan bir
sekilde ortaya gikmaktadir ki, farkli oksidatif stres seviyeleri ile hiicreler tzerinde
farkh etkiler meydana gelir: belirgin bir etki olmayabilir veya huicre buylimesi,
bidyimenin durmasi, apoptozis ve nekrozun uyariimasi gibi etkiler olabilir.
Mitokondri bu ROS’lar igin en 6énemli kaynagi olusturmaktadir (41). Reaktif oksijen
turlerinin artigi, ayni zamanda antioksidan ajan olan alfa tokoferol ( vitamin E ) ve

glutatyonun (GSH) azalmasi ile es zamanlidir.

Serbest radikal Uretimi igin 6nemli bir enzim sistemi endoplazmik
retikulumdaki sitokrom P450 2E1 (CYP2E1) sistemidir. Bu sistem aclik, tip 2
diyabet, santral obezite ve insllin direnci gibi NASH patogenezinde énem tasiyan
faktorlere bagl olarak artar. CYP2E1 enziminin uyariimasi, yan urlnlerin salinimi ile
ROS olusumuna neden olur. CYP2E1, alkolik karaciger hastaliginda da énemli role
sahip olan ROS olusumu ve patogenezde merkezi role sahiptir. NASH
induksiyonunda potansiyel bir faktor olarak suglanmaktadir. Deneysel NASH’ te,
CYP2E1 ekspresyonunun yayginlidi ve lobuler dagilimi steatoz ve inflamasyonun
dagihmi ile yakindan iligkili bulunmustur (42). CYP2E1 ekspresyonu NASH
hastalarinin biyopsilerinde de artmisg olarak bulunmustur (43). Fakat CYP2E1
endojen lipidlerin peroksidasyonunda tek katalizér degildir ve CYP4E10 ve
CYP4E14 de bu hastalarda artmisg olarak bulunmustur ve oksidatif stresin

baslamasinda alternatif olarak rol olabilirler (44).

CYP2E1 sisteminin NASH indiksiyonunda 6énemli bir role sahip olmasina
ragmen baska kaynaklardan, 6zellikle de mitokondrilerden gelen serbest radikallerin
ve  TNF-a sitokininin roli muhtemelen daha anlamhdir. Eger karacigere

mitokondrinin  beta oksidasyon kapasitesini asacak kadar SYA'i gelirse,
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peroksizomlar ve sitozol diger potansiyel ROS Ureticileri olarak rol alirlar ( 33).
Kronik oksidatif stres varliginda hepatosit mitokondrilerinde adaptasyonlar gelistigi
gOsterilmistir. Non-alkolik steatohepatitli hastalarda megamitokondriler, mitokondial
uncoupling protein-2 ( UCP-2 ) sentez artisi, mitokondrilerde inklizyon kristal
olusumu ve ATP sentez defektleri saptanmistir (45,46). NASH’te mitokondrial
disfonksiyon ve mitokondrial DNA da mutasyon gézlenmektedir (47). Mitokondrial
disfonksiyonda yag asitlerinin tasinmasi ve uzaklastirilmasi aksar (48). Hepatik
antioksidan savunmalarin azalmasi da ROS ‘un yapimini arttirabilir (49).
Hepatositlerdeki oksidatif stres, nikleer faktér k beta ( NFKB )yi aktive ederek,
steatotik karacigerin belirgin sekilde duyarli oldugu sitokinler de dahil

proinflamatuvar genlerin ekspresyonuna neden olur (50) .

insanlardaki NASH'te oksidatif stresin varliina yénelik indirekt kanitlar,
NASH’in tedavisi igin antioksidanin kullanildigi pilot c¢aligmalardaki olumlu
sonuglardan elde edilmigtir (51,52). Bir diyet anketi ile yapilan ¢alismada, NASH’li
obez hastalarin, NASH’li normal kilolu hastalara gére, antioksidanlardan fakir diyetle
beslendikleri bildirilmistir (53). NASH hastalarinin karaciger biyopsisinin mikroarray
ile incelemesinde, birgcok antioksidan enzimi kodlayan mRNA’larin ekspresyonu,
normal karacigere gobre veya diger karaciger hastaliyi olanlara gére daha dusuk
olarak rapor edilmistir (54). Tim YK’lerde inflamasyon ve fibrozis gelismedigi igin
ikincil fibrojenik darbe olan oksidatif stres diyet, genetik ve c¢evresel faktorlerden
etkilenebilir. MDA (Malondialdehid) ve HNE (Hidroksinonenal), NASH’ li hastalarda ,
steatozlu hastalara gére artmis olarak bulunur ve bu durum oksidatif stresin

arttigini gosterir .

Siganlarda MCD (metionin ve kolinden fakir diyet) ile yapilan gesitli
calismalarda NASH tablosu olustugu gozlenmistir (37,42). Kolin ve metiyoninden
fakir diyet oksidatif savunma mekanizmalarini azaltarak, oksidatif stresi arttirir (53).
Anti-TNF-a antikoru, MCD diyet eksikligi olan NASH’li deney modellerinde, fibrozis

ve inflamatuar hicrelerin infiltrasyonu tzerinde olumlu etkilidir (54,55).
2.3.2. 2. Lipid Peroksidasyonu ve NASH

Serbest radikallerin olugsumu, hlcrenin gereksinimi olan oksijenin %90’Inin
harcanmasina, gesitli metabolik bozukluklara ve lipid peroksidasyonu olarak bilinen

doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna yol acgar. Oksidatif stres kisminda
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belirtildigi gibi, mitokondriyal, mikrozomal, peroksizomal ve sitoplazmik lipid

metabolizmasindan masif serbest radikal ¢ikisi, lipid peroksidasyonuna neden olur.

Doymamis lipidlerin, serbest radikallerin etkisine maruziyeti, bir serbest
radikal aracili mekanizma olan lipid peroksidasyonunda zincirleme bir reaksiyon
baslatir. Coklu doymamis yadlarin diyete eklenmesi bu lipid peroksidasyonunu
arttirir (41). Lipid peroksidasyonu, hicresel membranlarin yapisinda bulunan ¢oklu
doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimina neden olur. Lipid peroksidasyonun
sitotoksik Urtnleri, nlkleotidler ve protein sentezi gibi hicresel fonksiyonlari
bozabilir ve hepatik stellat hiicrelerdeki kollojen gen ekspresyonunu modiile ederek

karaciger fibrogenezinde rol oynayabilir (56).

Okside proteinler veya lipidlerin varhdinin deneysel ¢aligmalarda
gosterilmesi ile oksidatif stresin NAYKH’li ve NASH’li hastalarda bulunduguna dair
kanit vardir (57,58). ROS aracili lipid peroksidasyonu NASH patogenezinde
merkezi bir role sahiptir. Pessayre ve arkadaslarinin derlemesinde belirtildigi gibi
ROS ve lipid peroksidasyonu potansiyel olarak NASH’teki tiim tipik histolojik
Ozellikleri  agiklamaktadir (59). Plazma ve intraselliler membranlarin

peroksidasyonu hiicre nekrozu/apoptozise ve megamitokondriye neden olabilir.

Lipid peraksidasyonunun énemli yikim drinleri MDA ve 4-HNE NASH'’te
yuksek konsantrasyonda izlenmistir (60). 4-HNE ve MDA hepatik proteinleri kovalen
olarak baglayarak potansiyel olarak zararli immun cevabi baglatan bilesenler
olusturabilirler. Ayrica hepatosellliler stellat hlcrelerinde ekstraselller matriks
protein sentezi, Mallory cisimciklerinin olugsmasini uyarabilirler ve HNE nétrofil

kemotaksisini uyarabilir.

NAYKH’I bulunan hastalarda yapilan bir ¢calismada, lipid peroksidasyonunun
major aldehidik metaboliti 4-HNE bilesenleri immunohistokimyasal boyama ile

karacigerde yaygin olarak bulunmustur (61).

HNE ve MDA; mitokondri DNA’sina, proteinlerine zarar vererek solunum
zincirlerinde aksamaya neden olur. Boylece yeniden aciga cikan serbest radikaller
Kupffer hicrelerinde, hepatositlerde ve yagd dokusunda TNF-a ekspresyonunu
aktive eder. TNF-a mitokondrilerde yapisal ve fonksiyonel olarak hasar verir (62).

Bu, serbest radikallerin, lipid peroksidasyon drunlerinin ve sitokinlerin elektron

22



trasport zincirinin ve bdylece tum hicrelerin metabolizmasinin aktivitelerinde

azalmaya neden olmalari anlamina gelir.

Lipid peroksidasyonunun derecesi serbest yag asitlerinin varligi ile

baglantihdir ve steatotik karacigerde ciddi zarar verecegini gostermektedir (63).
2.3.3. NASH Patogenezinden sorumlu diger faktorler :

2.3.3.1 Sitokinler:

TNF-q, IL-1B ve IL-6 akut faz reaksiyonun baslamasini saglayan tetikgilerdir.
Diger sitokinler ise, akut faz reaksiyonun modifikasyonunda rol alirlar. Sd6zinU
ettigimiz sitokinler, karacigere portal venden kan yoluyla gelirler. Sinuzoidlerin
endotel hucreleri kandaki sitokinleri Disse bosluguna, oradan da hepatositlere
ulagtirirlar. Disse bosluguna uzanimlari olan diger hicreler stellat hiicreleri (ito
hicreleri) ve Kupffer hicreleridir. Her iki hicre tipinin de hem proinflamatuar
sitokinler igin reseptorleri, hem de sitokinleri tUretme yetenekleri vardir. Karacigere
6zgu bu yapi sayesinde, sitokinler hepatosite ulasirken, es zamanl olarak Disse
boslugundaki diger hucreler tarafindan da fark edilir. Gerek stellat hucreleri,
gerekse Kupffer hucreleri kendilerine ulasan akut faz reaksiyonu ile ilgili bilgileri

¢ogaltarak adeta ikinci proinflamatuar sitokin yaniti olarak hepatositlere sunarlar (1).

Sitokinlerin en bilinen Uretim kaynagi I6kositlerdir. Ayrica endotel hiicreleri
fibroblastlar ve c¢esitli dokularin epiteli tarafindan da sitokin  Gretimi
gerceklesmektedir. Karaciger icerisinde ise, sitokinler, enfeksiydz, toksik, iskemik,
otoimmun hepatitler, fibrogenez ve transplant reddi, viral ¢cogalmanin énlenmesi,
kismi hepatektomi sonrasinda geride kalan karaciger dokusunun yenilenmesi gibi
pek c¢ok hastalikta énemli rol oynamaktadirlar (64). Sitokinlerin normal sartlar
altinda salinimlari az miktarda olmasina ragmen, akut faz reaksiyonu sirasinda gok
yuksek dizeylere cikarlar. Etki mekanizmalari ¢ok genis bir yelpaze g0sterir.
Sitokinler, hormonlardan farkl olarak parakrin ve otokrin yoldan ¢aligir ve hicre

ylzeyindeki kendilerine 6zgl reseptorler araciligi ile etkilerini gosterirler (2).

Sitokinler icinde en buyuk grup, immunmodulatuar etkiye sahip olanlardir.
Bu grupta dnemli rol oynayan ve iyi taninan TNF-a, oksidatif stres veya endotoksin
gibi uyarilar sonrasinda makrofajlar tarafindan Uretilir, I6kositleri hasar bélgesine
cekerek kemotaktik rol oynar. Ayrica endotel hlicresini uyararak, cesitli adezyon

molekillerinin  salgilanmasini  saglar. Boéylece endotel U(zerinde |6kositlerin
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yapigmasina uygun bir yuzey olusturulup, doku icine |okosit gogu kolaylastirilir.
ilave olarak TNF-a, hasarli dokuya gé¢ eden lokositleri uyararak, onlarin yeni
sitokinler ve reaktif oksijen molekdllleri salgilamalarina neden olarak, akut faz
yanitinin alevlenmesini saglar. TNF-a nétrofil kemotoksisi, apopitotik stire¢ ve
fibrogenezde de etkilir (2,64,65).

TNF-a, endotoksin-sitokin baglantili hiicre hasari yapmak yoluyla, NASH
patogenezinde dnemli rol oynar. NASH hastalarinin serumlarinda, TNF-a diizeyinin
kontrollere kiyasla artmis oldugu bilinmektedir (66). Ayrica, NASH hastalarindaki
artmis serum TNF-a dizeyine ince barsaktaki artmis bakteriyal Gremenin ( bacterial
overgrowth ), yani olasi endotoksin kaynaginin da eslik ettigi gosterilmistir (66).
TNF-a ekspresyonu enteral endotoksinler gibi diger faktorlerle uyarilir. Crespo ve
arkadasglari, obez hastalardan NASH'i olanlarda, olmayanlara kiyasla, hem hepatik,
hem de adip6z dokuda TNF a-mRNA ekspresyonunun anlamli derecede arttigini

ve TNF-a nin leptin eksikliginde de anlamli derecede arttigini géstermistir (64).

instlin  rezistansi, NASH hastalarinin  hemen hemen tiimiinde
g6rildigunden, hastaligin patogenezinde rol oynadigi disinilmektedir (67). TNF-
a, insdlin reseptorlerinin  tirozin  kinaz aktivitesi ile etkilestiginden, insdlin

rezistansinin gelisiminden sorumlu énemli bir sitokindir (68) .

TNF-a, TGF B, IL- 8 ve IL-10 gibi ¢ok sayida sitokin ekspresyonu oksidatif
stresin bir hlicresel reaksiyonudur. IL-8 NASH’te, hepatosteatozdan daha fazla
bulunur. NASH’in patogenezinde inflamasyonun 6nemini gosterir (69). Serbest
radikaller ve sitokinler, karacigerin TNF-o’ ya duyarlihgini arttinirlar. Sitokinler,
fibrogenezisi uyarirlar ve devamini saglarlar (70). Karacigerde fibrozis gelisiminde,
bag dokusu biylime faktérinin (Connective tissue growth factor) roli oldugu
bilinmektedir (71).

2.3.4. Fibrozis Patogenezi:

Hepatik stellat hlcreler, Disse araliinda yerlesmis sitokin ve blyime
faktorl sentezi ve sekresyonu yapabilen 6zellesmis hucrelerdir. Karaciger
fibrozisindeki hiicre disi matriks ve kollajen sentezinden sorumludur. Oksidatif stres
ve TGF B hepatik stellat hiicreleri aktive ederler. Kupffer hicreleri, TGF 3, TNF-a
ve IL-1 sekresyonu ile stellat hicreleri ve fibroblastlari aktive eder (72). NASH’te

hepatik stellat hiicre aktivasyonu vardir ve fibrozis derecesi ile direkt iligkilidir (27).
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Kupffer hicreleri ve hepatik stellat hicreleri arasinda sitokin aracilar ile

kurulan bu iliski fibrozis ile sonuclanir.

Stellat hicrelerinin daha yodun oldugu periveniler boélgede, CYP2E1,
CYP2A1, CYP3A4 aktivitesi fazladir. TGF B hepatik stellat hlicreleri, myofibroblast
benzeri hicrelere doénlstirerek kollajen sentezini arttirir. NASH’li hastalarda
karacigerde artmis TGF B konsantrasyonlari saptanmistir. TGF B, hem Kupffer,
hem de stellat hicrelerden salinabilmektedir. Bir diger blylime faktorl, stellat
hlcrelerden salinan “Bag doku buyime faktori olan” CTGF'dir. TNF-a da CTGF
salinimini arttirmaktadir (73,74). Adipdz doku kaynakli leptin de, fibroziste etkili

baska bir molekulddr.

Son dénemlerde NASH’li hastalarda, fibrozisin tim ydnlerini aydinlatmaya
yonelik inflamasyonun ve fibrozise gidisin temelleri, sebepleri agiklaniimaya
calisilmaktadir (Tablo 1). Bu c¢aligmalarda, immunohistokimyasal ydntemlerle,
kollajen Ureten perisintizoidal hicreler olarak bilinen hepatik stellat hicreler ve

hepatik fibrozisin diger ekstraselliler komponentleri Gzerinde galisiimaktadir (75).

Yapilan bir c¢alismada, NASH |i hastalarda Kupffer hicrelerinde
kitotriozidazin fazla yapildigi gézlenmigtir. Bu enzim NASH’te surecin ilerlemesinde
rol oynar, komplikasyonsuz steatozun , ileri fibrozisli steatohepatite ilerlemesinde
etkilidir (76,77). Hepatik stellat ve portal myofibroblastik hicreler CB2 (Cannabinoid
reseptdr 2) ekspresyonu yapar. Hepatositlerde bu reseptorlerin ekspresyonu,
hastaligin ilerlemesinde etkilidir. Normal karacigerde, hatta fibrozis olmayan
durumlarda yoktur (78). CAR nikleer reseptori (nuclear constitutive androstane
receptor), ilag metabolizmasindaki enzimlerin regulasyonunda 6nemli rol oynar.
CAR, NASH gelisiminde arastirimaktadir. CAR, NASH diyet modellerinde fibrozis

ve hepatik hasarin kétlilesmesine neden olur (79).

2.3.4.1. Leptin:

Leptin sistemik olarak adipdz dokuda, lokal olarak karacigerde stellat
hiicrelerinde Uretilir. Hepatik parenkimde spesifik reseptor ile etkilesir. TGF 8’1
uyararak fibrozisi arttirir (80,81). Leptin, besin alimini ve enerji dengesini kontrol
eder. Enerji metabolizmasinda santral (hipotalamik) uyarida rol oynar. NASH'te
aclik ile ilgili uyarilara direng veya cevapsizlik vardir. Obezitede de leptin seviyesi

yuksekligi gosterilmistir (82).
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Obez farelerde, leptin reseptdrleri yoktur veya eksiktir, leptin fonksiyonu
yoktur. insanda obezitede leptin seviyesi yiiksektir, ancak NASH gelisen kisilerde
yag kutlesine goére yetersiz miktarda da olabilir (83). NASH'’te leptin seviyesi

yuksekligi ve periferde leptin direnci gosterilmistir (84).

Leptinin glikoz metabolizmasinda, fibrozis olusumunda ve immun sistemde
dizenleyici ve ayrica hepatosit rejenerasyonun steatozlu hayvan modellerinde de,
dizenleyici etkisi gOsterilmistir(84,85). Hayvan modellerinde yapilan bazi

deneylerde lipotoksisiteye kargi koruyucu etkisi oldugu dusunulmektedir (86).
2.3.4.2. Adipokinler:

Adipokinler otokrin, endokrin ve parakrin tarzda etki ederler. immum sistem
dizenlenmesi ile ilgili molekdller, sitokinler (TNF-a, IL-1, TGF-B, kompleman
proteinler ), vaskiler ve endotelyal fonksiyonlarda etkili proteinler (anjiotensinojen,
renin- anjiotensin sisteminin diger proteinleri), glikoz dengesi, instlin regllasyonu
ve enerji metabolizmasi ile ilgili hormanlar (adiponektin, rezistin ve leptin), lipid ve
lipoprotein metabolizmasi (serbest yag asitleri, lipoprotein lipaz, yag asidi transport
protein, apolipoprotein E, retinal-baglayici protein) cesitli endokrin ve reproduktif
faktorler (kordikosteroid ve seks steroidleri) icerir. NASH’te, metabolik sendromda

bazi adipokinlerin rolleri oldugu gézlenmistir (86).
2.3.4.3. Adiponektin:

Adiponektin adiposit kaynakli bir plazma proteinidir ve insanda bilinen
dolasimdaki en fazla olan hormondur. Adiponektin konsantrasyonu ile obezite,
hipertrigliseridemi, tip 2 diyabet, serum aterojenik markirlar, apo B ve apo E
arasinda ters oran vardir. NASH’te adiponektinin azalma miktari inflamatuar grade
ile iligkilidir, ancak ALT ile bir oran yoktur. Leptin ve TNF-a seviyesi ile iligkisi
arasinda oran gosteriimemistir. Adiponektin obezite ve insillin direnci ile negatif
iliskidedir.

Adiponektin insllin etkisini dlzenler ve karacigerde glukoneogenez
inhibisyonunda insilin  sensitivitesini  artirir.  Aktive serbest yad asidi
oksidasyonunda metabolizmayi dizenler, lipogenezi baskilar. TNF-a Gretimini
baskilar. Adiponektin NASH’e karsi koruyucu bir faktér olarak bilinir (88,89,90). Bir
calismada NASH'li hastalarin karaciger biyopsilerinde adiponektin reseptor I

ekspresyonu ve adiponektinin azaldigi gosterilmistir (81). Adiponektin karacigerde
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fibrozisi ©6nleme etkisinin yaninda, antiinflamatuar etkiye sahiptir (91).
Adiponektin,hayvan deneylerinde CCI 4 ile karaciger hasarinda, fibrozisi azaltir,
endotoksin nedenli karaciger hasarina kargi koruyucudur ve obezite ile lipoatrofide

insulin rezistansini dizeltir (92,93,94).

Obez deney modellerinde ve alkolik deney modellerinde adiponektin
infzyonu, hepatik steatoz, biyokimyasal markirlar, instlin, glikoz ve metabolik
parametreleri dizeltir (95). Gulncel calismalarda NASH’li hastalarin karaciger
biopsilerinde, adiponektin ve adipo R Il reseptdrlerinin ekspresyonunda azalma
gosterilmistir. NASH'li hastalarda hipoadiponektinemi gésterilmistir (96). PPAR
gamma (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma), adip6z doku
fonksiyonunda ve adipogenezisin regllasyonunda etkili niikleer bir reseptordar.
Hipoadiponektinemi, PPAR gamma mutasyonu veya polimorfizmi ile iligkilidir.
Adiponektinin  genetik regulasyonu bilinmemektedir. Ancak bu mutasyon,
hipoadiponektinemi ve tip 2 diyabette tespit edilmigtir. Diyabet icin tiakolidinedion

tedavisi adiponektin seviyesini ylkseltir (96).

Tablo 1: NASH’te Hepatik Fibrozisin Molekiiler Mekanizmasi

Mekanizma Bulgular Klinik

inflamasyon inflamatuar hiicreler trombosit kaynakl | Antiinflamatuar ilaglar veya
growth faktér ve  TGF-B1 gibi fibrogenik | sitokinler fibrozisi engelleyebilirler.
faktérler salgilar. Bu faktorler steltat | Kemokin antagonistleri
hicrelerinin profibrogenik etkisini uyarir. | gelistiriimistir.

Matriks birikiminin olumsuzlugu, naturel
kiler hucrelerinin azalmasi ve tukenmesi

stellat hicrelerinin programli 6limine yol

acar.
Oksidatif stres Oksidatif stres ile iligkili molekuler NASH’te Antioksidan tedaviler

mediatorler, stellat hiicrelerinden faydalidir. Ancak insanda etki

prokollajenleri artirir ve karaciger yeterliligi kanittanmamistir.

fibrozisinin ilerlemesine katkida bulunur.

Apoptozis Apoptotik hepatositler fibrogenezisi uyarir.
Stellat hiicreleri tarafindan apoptotik

cisimciklerin fagositozu streci hizlandirir.
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Mekanizma Bulgular Klinik
Glikoz metabolizma | Ylksek glukoz ve insulin seviyesi TGF-f3 ve | Hipergliseminin  siki  takip ve
degisiklikleri bag dokusu biyime faktériinin dengesini | tedavisi fibrozisin ilerlemesini
ve stellat hiicre biyolojisini benzer stellat | yavaslatir.
hucreleri uyarilir.
Nuikleer hormon | PPAR aq, durgun stellat hiicresinde NASH’in devam eden fibrozisinde
reseptorleri belirgindir, aktivasyon sureci ile azalir. tiazolidinedionlarin etkisi faydalidir.

PPAR q, ligandi aktive stellat hiicrelerinin
¢ogu oOzelligini geri dondirlp fibrozisi

durdurur.

Endojen kannabinoid | (Kannabinoidler) CB1 ve CB2 reseptorleri | CB1 reseptér antagonistleri,

sistem ile etkisini gosterir. CB2 antifibrotik etkilidir. | metabolik sendromun
CB1 fibrozisin

fibrogenik hicrelerin birikimini ve hepatik

inaktivasyonu,karacigerde
azaltir.

TGF-B’y1 azaltarak fibrogenezisi azaltir.

parametrelerini diizeltir ve obeziteyi

Renin-anjiotensin Anjiotensin Il stellat hiicrelerinde Metabolik sendrom ve NASH’li

sistemi profibrojenik etki yapar. hastalarda hipertansiyonun
farmakolojik tedavisi gereklidir.
Adiponektin Leptin etkili bir profibrogenik faktordur, Adiponektin reseptorleri NASH'te

stellat hicreleri direkt etkiler. Kanser gelecek calismalar igin hedef

gelisimine yol acar. Adiponektin karaciger konulardandir.
hasarinda diizelme saglar. Toksik
karaciger hasarindan sonra fibrogenezisi

durdurur.

NASH’in patogenezi oldukga karisiktir ve bilgiler artikga daha da karmasik
hale gelmektedir. En son 6ne surllen teoriye gére, doért basamakli bir streg ile
aciklanmaktadir (97). Birinci basamakta insilin ile kolaylastirilan steatoz, ikinci
basamakta intrasellller lipid toksisitesi veya lipid peroksidasyonu ile indiklenen
nekroz, lUclncl basamakta hepatositlerden lipidlerin salinmasi ve bunlarin hepatik
venlere direkt ve inflamatuar hasar yapmasi ve son olarak dérdincli basamakta
sekonder kollaps ile vendz obstruksiyon gelismesi ile fibroz septalasma ve siroz

olusumu.

2.4. Tedavi:

NASH igin etkili tek bir tedavi heniiz yoktur. NASH’in en énemli tedavi
yaklasimi, kilo verme, hiperlipidemi ve hipergliseminin tedavisi ve toksik olan
ilaglarin birakilmasidir (98,99,100). Metabolik sendrom varsa, komponentlerine
Metabolik

hipertansiyonun da tedavisi yapiimalidir.

yonelik tedavi de yapilmalidir. sendrom ve NASHte varsa
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2.4.1. Tedavideki Amaglarimiz:

Leptin ve adiponektini artirmak, insilin rezistansini kirmak, insdlin
duyarlihdini artirmak, inflamasyonu o©nlemek veya ¢6zmek, fibrozise gidisi

onlemektir.
3.4.2. Viicut kilosunda azalma:

Kilo verme karaciger yag igerigini azaltabilir, hatta normale dondurebilir. Bir
calismada 10-30 kg vermenin, obez kisilerde karaciger yag icerigini azalttig
gOsterilmistir (101). % 30 oraninda fazla kiloya sahip kKigilerde vicut agirhiginda
yaklasik % 10 oraninda azalma laboratuar parametrelerinde duzelmelere neden
olur. Diger yandan c¢cok hizli ve asiri kilo verme SYA desarjina yol agarak portal
fibrozis ve inflamasyona neden olabilir (102). En etkin tedavi uzun zaman
periyodunda surdurtlen disik kalorili diyettir. Diyette ise disuUk kalorinin yaninda

Ozellikle de ¢coklu doymamis yag asitleri etkilidir.
Kilo verme AST ve ALT degerleri Gzerinde anlamli iyilesme saglar.

Ancak hizli kilo vermeden kaginilmahdir. Hizli kilo verme bizzat karacigerde

yaglanmaya neden olur. Haftada 1 kg’ agmayan kilo kaybi onerilir.
3.4.3. insiilin duyarhhgini artirici ilaglar:

instlin direnci NASH patogenezinde temel rol oynar. Bu sebeple NASH
tedavisinde, insulin direncini azaltan ve hepatik insilin duyarhligini arttiran ilaglar
énemlidir. insdlin duyarliigini arttiran ilaglar, NASH'te metabolik, biyokimyasal ve
histolojik bozukluklari dizeltmede kullanilabilir (44). Metforminin NASH'te
nekroinflamatuar aktiviteyi azalttigi bildirilmistir (103). Etkilerini insilin direncini
PPAR gamma nukleer resepldrlerini aktive ederek, dlizelterek gdsteren roziglitazon
ve piaglitazon da NASH'te yararli etkiler géstermektedirler (104,105). Fakat bu
ilaglarin uzun doénem etkileri bilinmemektedir. Ayrica tiazolidinlerin potansiyel
hepatotoksik yan etkileri olmasi bu ilaglarin uzun dénemde NASH tedavisinde

kullanimlarini sinirlamaktadir.
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3.4.4. Lipid dustrucii ajanlar:

Gemfibrozil: Trigliserid Uretimini azaltirken, VLDL klirensini arttirir. ALT’de
anlamh dususler saglar (106). HMG CoA Rediktaz inhibitorlerinin, biyopsi kontrolli
calismalarda steatozu duzelttigi, nekroinflamatuar aktivite ve fibroziste gerileme

yaparken, ALT’de minimal diusmeye yol actigi gosterilmigtir (107).
3.4.5. Antioksidanlar :

Hucreleri serbest oksijen radikallerinden korumak icin stiperoksit dismutaz,
katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi birgok savunma mekanizmasi mevcuttur.
Bunlarin yaninda karoten, likopen, askorbik asit ve tokoferol gibi bicok besinin
antioksidan etkileri mevcuttur. Katalaz ve glutatyon peroksidaz hidrojen peroksidi su
ve molekiler oksijene donustirerek detoksifiye etmektedir. Demir ve bakir gibi
metallerin de antioksitadif etkileri mevcuttur. Gugli antioksidan etkiye sahip olan
fitodstrojenler ve izoflavonlar da vardir.Genistein izoflavonoid bilesiklerinden olup,
glcli antioksidandir. Deneysel olarak, genisteinin koruyucu, Onleyici etkisinden
bahsedilmektedir (108).

E Vitamini: Antioksidan olup, oksidatif stresi azaltabilir. Yapilan ¢alismalarda
transaminazlarda dizelme saglamis olup, USG ile yaglanmada gerileme
saglanmamistir (109 ).

N-Asetil Sistein: Karacigerde glutatyon dizeylerini arttirir ve oksidatif
stresten korur. Bir calismada hastalarda enzimatik ve histolojik diizelme sagladigi
bildirilmigtir (110)

2.4.6. Hipertansiyon kontrolii:

Anjiotensin reseptér blokerleri ve anjiotensin dénistirici enzim (ACE) inhibitorleri
gibi ilaglar kullanilabilir. Angiotensin Il Tip 1 reseptdr antagonisti telmisartan, NASH
tedavisinde kullanilabilen ilaglardandir. Telmisartan subkutanéz ve i¢ organlardaki

yagdi anlamli olarak azaltir (111).
2.4.7. Hepatoprotektif Ajanlar:

Ursodeoksikolik asit: immiinomodiilatér, direkt sitoprotektif (karaciger hiicre

membran stabilizasyonu) ve antiapopitotik etkisi vardir ( 112).
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Tablo 2 : NASH te terapotik yaklagimlar

Strateji Tedavi
Kilo verme Kalori kisitlamasi, egzersiz
insilin duyarlihgini arttirma Metformin, PPAR ligantlari

(roziglitazon, pioglitazon )

Lipid dusdruca ilaglar Fibratlar ( klofibrat), balik yagi,
Antioksidanlar Vitamin E, N-asetil-sistein, betain
Sitokin modulasyonu Vitamin E

Apoptoz Ursodeoksikolik asit

3. MATERYAL METOD

Calismamizdaki olgular, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Uygulama ve
Arastirma Hastanesi Gastroenteroloji Anabilim Dalinda, 1996-2008 yillari arasinda
izlenen ve Kocaeli Universitesi Patoloji Anabilim Dalinda karaciger biyopsileri olan

olgular arasindan secilmigtir.

Karaciger biyopsilerinin icinden NASH, hepatosteatoz, steatozlu viral hepatit
ve normal tani almis toplam 106 olgu degerlendiriimeye alinmistir. Bu olgularin 63’0
NASH, 13’0 hepatosteatoz, 13’U steatozlu viral hepatit, 17’si normal tani almis

olgulardir.

NASH olgularini segerken, hepatit B ve C, otoimmun hepatit, primer bilier
siroz ve alkol hikayesi olmayan, karaciger biyopsilerinde %10’un Uzerinde
yaglanmasi olan, laboratuar incelemelerinde karaciger enzim yuksekligi bulunan
vakalar arasindan secilmistir. Bu vakalar segilirken 6zellikle ALT degerlerinin 60’in
Uzerinde olmasina dikkat edilmigtir. NASH grubundaki higbir hastada,
gastrointestinal sistem cerrahisi ve son altl ayda karaciger yaglanmasi yapan ilag
kullanimi 6ykisu yoktur. AKS 140mg/dI'nin Ustliinde ve rastgele glukoz seviyesi
200mg/dl Uzerinde olanlar diyabetik olarak kabul edildi. Kolesterol ve trigliserid
degerleri en az iki 6lgimde normalin Ustliinde olan olgular hiperlipidemik olarak
degerlendirildi. BMI, vicut agirhgi/ boy uzunlugunun metre olarak karesi kabul

edilmistir. BMI, 25’in Gzeri obez olarak kabul edilmistir. Tim olgularda anormal

31




karaciger biyokimyasi oldugu zamanlarda biyopsi yapildi. Tim karaciger biyopsileri
hastalarin biyokimyasal laboratuar degerlerini bilmeyen iki patolog tarafindan koér
olarak degerlendiriimistir. Proje Kocaeli Universitesi Tip Fakdiltesi etik kurulu

tarafindan onaylanmistir.

Hepatosteatoz olgulari, viral hepatit, otoimmun hepatit, primer bilier siroz,
alkol ve yaglanmaya neden olabilecek ila¢ hikayesi olmayan, karaciger biyopsisinde
yaglanma tespit edilen, karaciger enzimleri hafif ylksek, 6zellikle ALT degerleri
60'In altinda olan olgular secilmistir. Steatozlu viral hepatit olgulari segilirken,
karaciger biyopsisinde yaglanmasi olan ve histopatolojik goérinimi NASH’e
benzeyen, B veya C Hepatitli olgular arasindan segcilmistir. Diger 17 normal olgu
grubu da, karaciger biyopsisinde herhangi bir patolojik tani almayan, yaglanmasi
olmayan, karaciger enzimleri normal olan olgular olarak c¢alisma kapsamina
alinmigtir. ' Tiam bu olgular belirlenirken, muayene bulgulari, laboratuar ve

gorintileme sonuglari ile degerlendirilip, klinik ile korele edilmistir.

Calismamizdaki 106 olgunun biyopsi bloklarina H-E, MT, retikllin, orcein,

demir ve immunhistokimyasal ydntemle CD68, SMA boyalari uygulanmistir.

CD 68 igin, CD68 Ab-4 ( PG-M1 Neomarkers Fremont, CA); SMA igin, Aktin
Smooth Muscle Ab-1 (1 A4 Neomarkers Fremont, CA) kullaniimistir.

Kapli lama alinan kesitler bir gece 56 C’lik etiivde bekletilip, sirasiyla ksilol,
% 99,9’luk alkol, % 96’lik alkollerden gecirilmigtir. Akan suda yikanmistir. Her iki
antikorda antijen retreival icin sitrat buffer kullaniimistir (5 dakika dadakla
tencerede). Hidrojen peroksid sonrasi, 30'ar dakika primer antikorlarda
bekletilmistir. lyice yikanarak, sirasiyla 25'er dakika biotinylated, streptavidin ve
AEC kromogende bekletilen lamlar yikandiktan sonra, mayer, H-E ile zit boyasi

yapiimistir. Su bazli kapama maddesiyle kapatiimigtir.
Histopatolojik degerlendirmede olgular yaglanma oranlarina gore:

1 ( hafif ): % 1-30 ; 2 ( orta ): % 30-70 ; 3( siddetli): % 70< olarak

degerlendirilmistir.

Tdm  olgular, ndkleer glikojen varhdi agisindan incelenmigtir.
Hepatositlerdeki balonlagma ise, yok, minimal, mevcut ve belirgin olmak Uzere 4 alt

grupta degerlendirilmigtir.
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Olgular,hepatik inflamasyon yodunlugu ve lokalizasyonlarina goére
siniflandiriimigtir.

Portal inflamasyon: (0): Yok ; (1): Hafif; (2): Orta ; (3): Belirgin dort alt

grupta incelenmistir.

Lobdler inflamasyon, noktasal nekroz sayisi ( 20 buyldtmede ): 1: < 2 odak
( 20 buylUtme ); 2: 2-4 odak ( 20 buyutme ); 3: >4 odak ( 20 blyiltme ) olarak

belirtilmistir.

Genel inflamasyon degerlendiriimesi, lokalizasyona bakilmaksizin yalniz
inflamasyon siddeti ile degerlendiriimis; yok(0), hafif(1), orta(2) ve siddetli (4)
olmak Uzere 4 grupta incelenmigtir.

3.1. NASH’ in Brunt Kriterlerine Gore Siniflamasi:

Calismamizdaki NASH ve hepatosteatoz olgulari, Brunt kriterlerine goére

grade ve stageleri tekrar degerlendirilmistir (45) :

Brunt kriterlerine gbére, olgularin gradeleri steatoz, balonlasma ve
inflamasyon oranlarina gére 3 grupta; stageleri ise fibrozisin orani ve lokalizasyonu

incelenerek 4 grupta degerlendirilmistir.

Brunt kriterleri ayrintili olarak tablo: 3 ve 4’te, resim 6’da agiklanmaktadir.
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Brunt Kriterleri:

Tablo 3: Brunt Sistemi Grade

Grade Steatoz Balonlagma Inflamasyon
Hafif 1-3 L:1-2
Grade-1 Esas olarak % 5-33 | Minimal P:yok-hafif
yaglanma
Orta 2-3 L:2
Grade-2 %  33Un  Gzeri | Mevcut P:hafif-orta
herhangi bir
derecede yaglanma
olabilir.
Siddetli 2-3 L:3
Grade-3 Tipik olarak > %66 | Belirgin P: hafif-orta
nin Uzerinde
yaglanma
(panasiner)

Steatoz grade 1:<33%, grade 2>33%<66%, grade3266%

L:lobuler, P:portal

lobuler(0-3):

0:yok, 1:<2odak(20 buyiitme), 2:2-4odak(20buyiitme), 3:>4odak(20biiyitme)

portal(0-3): 0:yok , 1:hafif, 2:orta, 3:belirgin

Fibrozis evrelemesi:

Stage 1: Fokal veya yaygin perivenller alanda perisellller fibrozis
Stage 2: Yaygin veya fokalden daha fazla periportal fibrozis
Stage 3: Fokal veya yaygin kdprilesme fibrozisi,

Stage 4: Siroz
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Tablo 4: Brunt Sistem Stage

Stage | Zon 3, Perisiniizoidal | Portal Alan Bridlesme | Siroz
1 Fokal veya yaygin 0 0 0
Fokalden daha fazla Fokal veya
yaygin
2 veya yaygin 0 0
Bridlesen septalar Bridlesen
septalar
3 + 0
4 +/- +/- Yaygin +

( Fibrozis varligina gore stage )

Resim 6: Brunt stage siniflamasi

Brunt Stage 3

35

Brunt Stage 4



Preparatlara demir boyalari uygulanmig, pozitif (+) boyanan ve negatif ( - )

reaksiyon izlenenler olmak Uzere 2 kategoride degerlendirilmistir.

CD 68 boyasi tim gruplara uygulanmis, CD 68 pozitif ( + ) Kupffer hlcre

sayllari ve lokalizasyonlari degerlendirilmistir.

Kupffer hicreleri 10x40’lik buydtmede 10 alanda sayilmis, ayrica hicre
sayllarina goére 0-200 arasindakiler grade 1, 201-500 arasinda olanlar grade 2,
500’Un Ustl grade 3 olarak kabul edilmistir. Kupffer huicre lokalizasyonlarina gére V
(perivendiler), L (lobuler sintzoidlerin iginde), P (Portal trakt iginde) olmak Uzere
belirtilmigtir. Kupffer hicre birikimleri incelenmis, agregat ve lipogranilom

mevcudiyetine gore, bu kriterlerin olup olmadigi degerlendirilmistir.

SMA ile stellat hlicre aktivasyonu degerlendiriimesi su sekilde yapilmistir:
Normal (0), portal damarlar gevresinde duz kas aktini immunoreaktivitesi, (1+) Hafif
perisinlizoidal boyanma, (2+) Periportal boyanma, orta derecede perisiniizoidal
boyanma, (3+) Portal traktlar arasinda septa veya képrilesme yapan SMA
ekspresyonu, (4+) Sirotik bantlar birbirine baglayan, portal traklari birlestiren SMA
ekspresyonu. Daha sonra istatistikler esnasinda, 0 ve 1+ grubu 1, diger 2+, 3+ ve
4+’ ler grubu 2 olarak numaralandiriimig, SMA ekspresyonu siddetine gore olgular 2

grupta incelenmisgtir.

NASH, hepatosteatoz, steatozlu viral hepatit ve normal olgu gruplari
Chi-Square testi uygulanarak karsilastiriimis, p<0.05 ve alti degerler anlamli kabul

edilmistir.

Olgular arasindaki istatistiksel farklar, asagidaki gruplar arasinda

degerlendirilmigtir:

- Olgu gruplarinin yaglanma yogunluklari,

- Olgu gruplarinin icerdikleri lobller yangi miktarlari,

- Olgu gruplarinin genel inflamasyon miktarlari,

- Olgu gruplarinda niikleer glikojen oranlari,

- Olgu gruplarinda balonlagsma varligi ve oranlari,

- Olgu gruplarina gére, demir varhqi,

- NASH ve hepatosteatoz olgularinda, Brunt gradeleri,
- NASH ve hepatosteatoz olgularinda, Brunt stageleri,

- Olgularin steatoz yogunluguna gore, lobuler inflamasyon oranlari,
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- Olgu gruplarinin Kupffer hiicre yogunlugu,

- Olgu gruplarinda, Kupffer hiicre portal lokalizasyolart,

- Olgu gruplarinda agregat varligi ve oranlari,

- Olgu gruplarinda lipogranilom varligi ve oranlari,

- Olgularin Brunt grade’ine gore, agregat varligi,

- Olgularin Brunt stage’ine goére, agregat mevcudiyeti,

- Olgularin Brunt grade’ine goére, lipogranilom varligi,

- Olgularin Brunt stage’ine gore, lipograntlom varligi,

- Olgularin Brunt grade’i ve Kupffer hlicre portal lokalizasyonlari,
- Olgularin Brunt stage’i ve Kupffer hiicre portal lokalizasyonlari,
- Olgularin steatoz yogunluguna gore, agregat varligi,

- Olgularin steatoz yogunluguna goére, lipogranilom varhgi,

- Olgularin steatoz yogunluguna gore, Kupffer hiicre portal lokalizasyonlari,
- Olgu gruplarinin stellat hiicre yogunluklari,

- Olgularin Kupffer hiicresi grade’i ile stellat hiicre yogunluklari,

- Olgularin Brunt stage’ine goére, stellat hiicre yogunluklari,

- Olgularin Brunt grade’ine gore, stellat hiicre yogunluklari incelenmistir.

4. BULGULAR

63 NASH, 13 hepatosteatoz, 13 steatozlu viral hepatit, 17 normal olmak

Uzere, 106 olgu galismamiza alinmigtir.

NASH grubundaki olgularin yaslari 12-69 arasinda olup, yas ortalamasi
40,8'dir. Hepatosteatozlu olgularin yaslari 38-68 arasinda olup, yas ortalamasi
49,92'dir. Steatozlu viral hepatit olgularinin yaslari 1-59 arasindadir, yas ortalamasi
45,23'tur. Normal gruptaki olgularin yaslari 3-62 arasindadir, yas ortalamasi
45,23't0r.

NASH olgularinda kadin/erkek orani 23/63 olup, % 36.50’si kadindir.
Hepatosteatozlu olgularda kadin/erkek orani 10/13 olup % 76.92’si kadindir.
Steatozlu viral hepatit olgularinda kadin/erkek orani 8/13 olup % 61.53’0
kadindir.Normal kontrol grubunda kadin/erkek orani 9/17 olup, % 52.94’UG kadindir.

Calismamizdaki NASH olgularinin % 79.36’s1 obez, % 33’UG diyabetli ve
%60.31’i hiperlipidemiktir.
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Olgularin histopatolojik degerlendiriimesinde, NASH olgularinda, belirgin
perivenuler lokalizasyonlu yaglanma, polimorf niveli I6kositlerden zengin yangisal
infiltrasyonlar, nulve ici glikojen birikimleri ve balonlagsma dikkati ¢ekmistir (Resim
8,9,10,11,12,13,14,15,16). Perivenuler, perisellliler fibrozis, olgularin ¢ogunda
belirgin olarak izlenmistir. (Resim 17,18,19,20).

Gruplara goére yaglanma oranlari incelendiginde, NASH ve Hepatosteatoz
gruplarinda sirasiyla % 52.4 ve % 76.9 oranlarinda hafif yaglanma izlendi. Steatozlu
viral hepatit grubunda % 46.2 oraniyla olgularin en fazla orta derecede yaglanma
icerdigi izlenmistir. p<0.0001 ( Tablo 11 ).

Gruplara gore polimorf nuveli I6kositlerden zengin noktasal nekroz sayilari
incelendiginde: NASH olgularinda % 61.9, hepatosteatoz olgularinda % 53.8,
steatozlu viral hepatit grubunda ise % 53.8 oraninda hafif siddette noktasal nekroz
izlenmektdir. Orta siddette noktasal nekroz NASH olgularinda % 22.2 olup,
hepatosteatoz grubunda yalniz bir olgu izlenmistir. p< 0.0001 ( Tablo 12).

Olgu gruplarina goére genel inflamasyon degerlendirildiginde, NASH
grubunda % 71.4 oraninda hafif inflamasyon, hepatosteatoz grubunda % 46.2

inflamasyonsuz, % 46.2 hafif inflamasyonlu bulunmustur. p<0.0001 ( Tablo 13).

Calisma gruplarinda nukleer glikojen varligi incelenmis, NASH’ li olgu
grubunda %46, hepatosteatozlu grupta % 38.5, steatozlu viral hepatit grubunda %
46.2 oraninda nukleer glikojen izlenmis; normal kontrol grubunda nikleer glikojen
izlenmemistir. NASH'te nlkleer glikojen ile arasinda (+) pozitif birliktelik
g6zlenmistir. p< 0.006 (Tablo 14 ).

Calisma gruplarimizda hepatositlerde balonlagsma incelenmis, NASH
grubunda %92.1 , hepatosteatoz grubunda %53.9 oraninda balonlagsma izlenmistir.

Normal kontrol grubumuzda balonlagma izlenmemistir. p < 0.0001 (Tablo15).

Demir birikimi ¢ok sik izlenen bir bulgu degildi. 2’si Steatohepatitli, 1’i normal

gruptaki 3 olguda demir birikimi izlenmigtir. p< 0.017 ( Tablo 16) ( Resim 21).

NASH ve hepatosteatozlu olgular Brunt gradelerine gore incelendiginde,
NASH olgu grubunda % 55.5'i grade 1, hepatosteatoz grubunda % 61.5’i grade 0
olarak bulunmustur. p<0.0001 ( Tablo 17).
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NASH ve hepatosteatozlu olgular Brunt stagelerine gére karsilastirildiginda,
NASH grubunda olgularin % 41.2’si stage 1,steatohepatit grubunda olgularin %
69.2’si stage 0 bulundu. p<0.032 (Tablo 18).

Olgularimiz, steatoz yogunlugu ile lobuler inflamasyon siddeti agisindan
karsilastiriimig, steatoz izlenmeyen kontrol grubumuzda hi¢ inflamasyon
izlenmemigtir. Hafif steatozlu 54 hastanin % 51.9unda hafif inflamasyon, orta
siddette steatozlu 19 hastanin % 47.4 Unde hafif inflamasyon, siddetli steatozlu 2
hastanin inflamasyon siddeti ise %50 orta,%50 siddetli inflamasyon izlenmigtir.
p< 0.0001 (Tablo 19).

Olgularimizi steatoz yogunluguna goére nukleer glikojen varligi acisindan
arastirdigimizda, hafif steatozlu olgularda %42.9, orta derecede steatozlu olgularda
%50, yodun steatozlu olgularda %42.9 oraninda nukleer glikojen izlenmigtir.
Steatoz yogunlugu ve balonlasma varlidi agisindan yapilan incelemede hafif
steatozlu olgularda %67.3 oraninda minimal balonlasma, orta derecede steatozlu
olgularda %53.8 oraninda orta derecede balonlagma, yogun steatozlu olgularda
%71.4 oraninda belirgin balonlasma izlemistir. Yaglanma izlenmeyen normal kontrol

grubunda hig nikleer glikojen birikimi ve balonlasma izlenmemistir. (Tablo 20, 21).

Olgulardaki CD 68 boyasi ile Kupffer hucrelerinin degerlendiriimesinde,
NASH’li karacigerlerde, daha yaygin olmak tzere bu hicrelerin daha ¢ok zon 3’de
yerlesim gosterdigi, boyutlarinin buyudugl, lobdler olarak gruplagmalar ve
lipogranilomlar olusturdugu dikkati gekmistir. immunhistokimyasal incelemede,
agregat  olarak  saptanan  alanlarin, H-E  kesitlerinin  karsilastirmal
degerlendiriimesinde, bu alanlardaki Kupffer hcreleri segilememekte, endotel
hicreleri veya mononukleer yangisal hicreler ile karigsabilmektedir. Ayrica NASH'li
olgularda yaygin olarak portal bolgelerde, Kupffer hiicre topluluklar izlenmigtir.
Ozellikle lipograniilom yapilarinda Kupffer hiicrelerinin iginde lipid birikimleri oldugu
izlenimi alinmistir (Resim 26, 27, 28, 29, 30).

Ayrica kontrol grubu disindaki olgularda, portal bdlgelerde Kupffer hiicresi
agregatlari da izlenmigtir. (Resim 24, 25). Normal karacigerlerde Kupffer hicreleri
sayica c¢ok kuaclk boyutta, tek tek ve lobller lokalizasyonda izlenmigtir
(Resim 22, 23).
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10 x 40’hk blyutmede CD 68(+) Kupffer hicreleri sayildiginda ortalama
Kupffer hiicre sayisi, NASH'li olgularda 431.3, hepatosteatozlu olgularda 477.69,
steatozlu viral hepatitL olgularda 445, normal kontrol grubunda 477.94 tir.

Gruplarin sayisal de@erleri arasinda anlaml bir fark bulunmamistir.

Olgular CD 68(+) Kupffer hiicre gradelerine gére incelendiginde, NASH
olgularinin % 46’s1 grade 2, hepatosteatoz ve steatozlu viral hepatli olgularinin %
46.2’si grade 3 bulundu. Normal grupta grade 2 ve grade 3 %41.2 oraninda

izlenmistir. Istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. P = 0.704 (Tablo22).

Olgu gruplarimizda Kupffer hicre lokalizasyonlari, genel olarak lobuler
olmasina ragmen, NASH grubunda % 41.3 oraninda , hepatosteatoz ve steatozlu
viral hepatit gruplarinda % 30.8 oranlarinda portal bélgelerde CD 68 (+) Kupffer
hicreleri izlenmistir. Normal kontrol gruplarinda, portal bdlgede Kupffer hicresi

izlenmemistir. (Tablo 23).

1’i NASH, digeri steatozlu viral hepatit grubundan 2 vakada periveniler CD

68(+) Kupffer hiicresi izlenmistir.

Olgu gruplarimiz agregat varligina gore incelendiginde, NASH grubunda
olgularin % 68.25'inde, hepatosteatoz grubunda % 23.08’inde, steatozlu viral
hepatit grubunda % 30.77 oraninda agregat izlenmektedir. Normal gruptaki

olgularin higbiri agregat icermemektedir. p< 0.0001 ( Tablo 24 ).

Olgu gruplarimiz lipogranilom varligina goére incelendiginde, NASH
grubunun % 60.32’sinde lipogranulom izlenmistir. Hepatosteatoz ve normal gruptaki
olgularin higbirinde lipogranulom izlenmemigtir. Steatozlu viral hepatitli olgularin %
23.08’inde lipograntlom izlenmigtir. p< 0.0001 ( Tablo 25).

NASH ve hepatosteatoz olgularinin Brunt grade’i ile agregat varlig
kargilasgtirildiginda, grade O’larin %75 inde agregat izlenmemigstir. Grade 1 olgularin
% 51.3 Unde, grade 2 olgularin % 80.8'inde, grade 3 olgularin tamaminda agregat
izlenmistir. p< 0.007 ( Tablo 26)

NASH ve hepatosteatoz olgularinin Brunt stage’i ile agregat varligi
karsilastirildiginda, stage 0’'da %40, stage 1’de %82.1, stage 2'de %70, stage 3'de
% 50 lipograntlom izlenmektedir. Stage 4 olan bir vakada lipogranilom
izlenmemistir. p< 0.015 ( Tablo 27)
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NASH ve hepatosteatoz olgularinin Brunt grade’i ile lipogranulom varligdi
karsilastirildiginda, grade1 olgularin % 48.7’ sinde, grade 2 olgularin % 61.5'inde,
grade 3 olgularin % 100’Unde lipogranulom izlenmigtir. Grade 0 olgularin higbirinde

lipogranulom izlenmemigtir. p< 0.006 ( Tablo 28).

NASH ve hepatosteatoz olgularinin Brunt stage'i ile lipogranilom varligi
karsilastirildiginda, stage 0'da %28, stage 1’de %75, stage2’de %50, stage 3'de
% 33.3 oraninda lipogranulom izlenmigtir. Stage 4 olan tek olguda lipogranilom
izledik. p< 0.007 ( Tablo 29).

NASH ve hepatosteatoz olgulari gradelerine goére incelendiginde, grade 0
olgularin  %37.5'inde, grade 1 olgularin % 38.5’'inde, grade 2 olgularin %
34.6’sinda, grade 3 olgularin tamaminda portal bélgede CD 68(+) Kupffer hucreleri
izlenmektedir. P =0.180 ( Tablo 30).

NASH ve hepatosteatoz olgularinda Brunt stage’e gére, CD 68(+) Kupffer
hicre lokalizasyonlari degerlendirildiginde, stage 0 olgularin % 32’sinde, stage 1
olgularin % 39.3’Unde, stage 2 olgularin % 40’inda, stage 3 olgularin % 50’sinde,
stage 4 olgularin % 100’Unde portal bélgede Kupffer hiicreleri izlenmigtir. P = 0.613
(Tablo 31).

Olgularimizin yaglanma oranlari ile agregat varligi karsilastinimigtir. Hafif
yaglanmada % 44.9, orta derecede yaglanma igeren olgularda %69.2, belirgin
yaglanma iceren olgularda % 71.4 oraninda agregat izlenmigtir. p<0.0001
(Tablo 32).

Olgularimizin yaglanma oranlari ile lipogranitlom varhdi karsilastiriimistir.
Hafif yaglanmada % 32.7, orta derecede yaglanma igeren olgularda %61.5, belirgin
yaglanma iceren olgularda % 64.3 oraninda lipogranulom izlenmigtir. p<0.0001
(Tablo 33).

Olgularimizin yaglanma oranlari ile CD68(+) Kupffer hiicre lokalizasyonu
karsilastinlmistir. Hafif yaglanmada % 40.8, orta derecede yaglanma iceren
olgularda %46.2, belirgin yaglanma iceren olgularda % 14.3 oraninda Kupffer

hlcreleri portal bélgede izlenmistir. p<0.003 ( Tablo 34).

SMA ile boyanan Kkesitler incelendiginde, immunreaktivitenin genelde

perivenuler subepitelyal alanda oldugu, bag dokusu gelisiminin belirgin oldugu
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olgularda fibrotik alanlarin cevrelerinde yogunlastidi izlenmigtir. (Resim 31,32,
33,34).

Olgu gruplari, SMA (+) stellat hiicre varligina gore degerlendirildiginde, hafif
boyanma (grup 1) yuzdesi, NASH vaka grubunda % 63.5, hepatosteatoz grubunda
% 69.2, steatozlu viral hepatit grubunda % 84.6, normal grupta % 100 olarak
bulunmustur. En siddetli boyanma NASH’li olgularda izlenmistir. p<0.018(Tablo 35).

Olgularimizda SMA grade’i ile Brunt grade ve stage’i karsilastirdik. Brunt
stage ile SMA arasinda stage arttikca, SMA grade’ inin arttigini, aralarinda anlamli
iliski oldugunu gézlemledik. Olgularin stage 0'da %91.5, stage 1’de %78.8’inin SMA
grade 1 oldugu izlenmistir. Olgularin stage 2 grubunda %54.5inin, stage 3'te
% 84.6 sinin, stage 4'te %100 ‘Gnin SMA grade 2 oldugu gorulmustur.
p< 0.0001 (Tablo 36).

Olgularimizda Brunt grade’i ile SMA grade’i arasinda anlamh iligki

olmadigini gézlemlenmigtir. P = 0.092 (Tablo 37).

Kupffer hicre yogunlugu ile stellat hiicre grade’i arastirildiginda, grade 1
Kupffer hicreleri igceren olgularin % 73.7’si SMA grade 1, grade 2 Kupffer hicreleri
iceren olgularin % 53.5'i SMA grade 1, grade 3 Kupffer hicreleri igeren olgularin ise
% 88.6’si SMA grade 1 olarak izlenmistir. p< 0.001 Tablo: 38

5.TARTISMA

NASH Kklinikte obezite, bazen diyabet ve hiperlipidemi ile birlikte olan,
karaciger fonksiyon testlerinin orta diizeyde ylksekligi ve viral markirlarin negatifligi
ile tani konan, karacigerde yaglanma ve inflamasyonla giden bir kronik karaciger
hastaligidir (113).

Kimyasal olarak saglikli bir karaciger kuru agirliginin yaklasik % 4-5 kadari
yagdir ve mikroskopta gorilmez. Bu miktar % 5-6 yi gegctigi takdirde mikroskopik
olarak karacigerde yag birikimi fark edilebilir. Bu yag basglica trigliseridlerden

olugsmaktadir.
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Karaciger biyopsisinin histolojik gorunimu yaglanmanin etyolojisi hakkinda
net bilgi veremez. Genellikle, yag birikmesi en ¢ok santral hepatositlerde ( zon 3’te )
meydana gelir. Periportal hepatositlerde ( zon 1’de ) yag birikmesi ise daha gok
protein-kalori malnatrisyonu, Kwashiorkor, total parenteral beslenme, fosfor

zehirlenmesi ve metotreksat hasari gibi durumlarda goralir.

ASH ve NASH bazi ortak 6zellikler icermesine ragmen, belirgin farkliliklar da
g6stermektedir. Ornegin nétrofil infiltrasyonu ve Mallory cisimcikleri her ikisinde de
g6rilir. Ancak nukleer vakuolizasyon ve steatozis NASH’te, alkolik steatohepatite
gbre daha siddetlidir. Periportal fibrozis, Mallory cisimcikleri ve safra kanalikuld
proliferasyonu alkolik steatohepatitte daha siktir. ASH ve NASH’in ayirici tanisini

sadece histoloji ile yapmak mimkuin degildir.

Ayaktan takip edilen hastalarda, rutin biyokimyasal testler ve klinik ile NASH
ve ASH ayirici tanisini yapmak zordur. ASH tanisinda AST/ALT, ortalama eritrosit
partikil hacmi, GGT (gama glutamil transpeptidaz), bilirubin, transferin
satirasyonu ve serum ferritin Olcimlerinden faydalanilabilir. ASH’ te genelde
AST/ALT >1, bilirubin ve MCV degerleri ylkselmistir. Protrombin zamani uzamis
olup, transferin satlirasyonu ve serum ferritini degerleri degiskendir. ANA ve ASMA
bazen (+) pozitif saptanabilir (114,115). Ancak, henlz ne tek, ne de kombine olarak
hicbir laboratuar gostergesi alkol aldigini inkar eden hastalarda, 30 gramin altinda

alkol alimini belirlemede yardimci degildir.
5.1. Epidemiyoloji :

Yagli karaciger sik rastlanan bir durum olmasina karsin, genel
populasyondaki orani belli degildir. Histopatoloji ile tani alan hastalar genel
prevalansi goéstermez. Karaciger histolojisi olmadan laboratuar ve gérintileme
yontemleri ile yapilan ¢alismalarda ise yagl karacigere neden olan bir ¢ok hastalik
ayirt edilemez ve hatali sonuglar elde edilir. Histoloji en kesin sonucu vermekle
beraber, hicbir inceleme tek basina yadli karaciger sikligini belirlemede gtvenilir
degildir. incelenen populasyonun sosyal yapisi da epidemiyolojik sonuglari dnemli
oranda etkilemektedir. Yapilan c¢esitli ¢alismalarda NASH sikligi, metabolik
sendromlu, obez veya obezite igin GIS cerrahisi uygulanmis kisilerde %2-5'ten
(116,117,118). %20-30’a degisen oranlarda bulunmustur (119). Obez kigilerden
olusan bir caligmada ise bu oran % 69.5 olarak izlenmigtir (120). Bu oranlardaki

genis araligin sebebi, NASH ile ilgili calismalarin, farkli sosyoekonomik
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durumlardaki farkli toplumlarda yapilmasi ile ilgilidir. Gelismis bati toplumlarinda,
alkolik hepatit, non-alkolik steatohepatitten 10-15 kat daha fazla goérulmektedir.
Ulkemizde alkolizm bati toplumlarina gére daha ender rastlanan bir problemdir,
ayrica metabolik sendrom Turkiye genelinde oldukga ylksek siklikta izienmektedir
(genelde % 33.9, kadinlarda % 39.6, erkeklerde % 28) (Tablo 6-7). Bu nedenle
NASH sikligi Ulkemizde arastiriimasi gereken bir konudur. Cinsiyet konusunda
sonuglar farkhliklar gostermektedir. NASH %65-83 oraninda kadinlarda
g6rilir(29,121,122,123). Fakat erkeklerde ve postmenopozal ddnemdeki
kadinlarda daha sik goérildiglne dair yayinlar da vardir (124). Asiri kilosu veya
hipertrigliseridemisi olmayan kisilerde yapilan bir calismada, NASH erkeklerde
kadinlara gére anlamh olarak sik bulunmustur (125). Bizim olgularimizda NASH
grubunda % 36.50 si, hepatosteatoz grubunda % 76.92 si kadindir. NASH tim

irklarda gorulebilir.

NASH en sik 40-59 yaslari arasinda izlenir (126). Dinyada obezitenin
artmasi ile birlikte cocuklarda NASH artmaktadir (127,128,129,130). Ancak
gunumuzde halen cocuklarda yuksek oranlarda gézlenmemektedir. Ultrasonografi
ile yapilan galismalarda, gocuklarda NASH’e disuk sikhkta da olsa (%1,8-3,4 )
rastlanmaktadir. 4-18 yas cocuklarda rapor edilmistir. Bizim ¢alismamizda, NASH
grubunda, olgularin yas ortalamasi 40.8, hepatosteatoz grubunda 49.92’dir. NASH
grubundaki olgularimizin yas ortalamasi diinya ortalamasinin alt sinirlarindadir ve
bu grupta 12 yasinda bir ¢ocuk olgu vardir (% 1.58). Hepatosteatoz grubunda ise
cocuk yas grubunda olgu yoktur.

5.2.Etyoloji :

NASH gelisimine yol agan faktorler: Obezite, inslliine bagimli olmayan
Diabetes Mellitus, metabolik Sendrom, hiperlipidemi, obezite igin yapilan GiS
cerrahisi, ilaglar (tamoksifen, dstrojen, kortikosteroid, metotreksat, bazi kalsiyum
kanal blokerleri gibi) ve kimyasallar (petrokimyasal Urlnler, boya ¢éziculer, kokain
vb.) dir (131,132). Gebelik, total parenteral beslenme, bazi metabolizma

bozukluklari ve bazi kronik hastaliklar yagh karacigere sebep olabilmektedir.

NASH, obezite prevalansinin ve tani konma siklhiginin artmasi nedeni ile
6nem kazanmis ve toplumda giderek yayginlasan bir halk saghgi sorunu olmustur.
Gelismis Ulkelerde obezitenin yetiskin populasyonda % 20-30 oraninda oldugu
tahmin edilmektedir(133,134). Turkiyede ise obezite orani % 12'dir (Tablo 5).

44



OBESITY‘ The percentage of the population alder than
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Tablo 5: Dinyada obezite oranlari

GCogu c¢alismada, NASH'li hastalarin % 69-100’Unin obez oldugu
saptanmistir (29,121,122,123). Bu hastalarin gogu normal kilolarindan % 10 ile %
40 oraninda fazladir. NASH sikligi, zayif populasyonda % 3, obezlerde % 19,
morbid obezlerde % 50’lik prevalansa sahiptir (135,136). Beslenme ve obezite ile
ilgili yapilan ¢aligmalardan birinde, fruktozun asiri tiketiminin NASH’in gelisiminde
altta yatan patogenik mekanizma olabilecedi ileri strtlmustir (137). Obez pediatrik
NASH grubunda yapilan bir galismada, karaciger fibrozisinin genel obeziteden
ziyade, abdominal obezitede izlendigi saptanmistir (138). Bizim c¢alismamizda

NASH olgularinin % 79.36’s1, hepatosteatoz olgularinin % 76.92 si obezdir.

Diyabet ve obezite birlikteligi aditif etki gosterir. Tip Il diyabetes mellitus ve
kan glukoz dizeylerinde artma NASH'li hastalarin % 34-75’'inde gorulir
(29,121,122,123,139,140). insiilin direnci NASH vakalarinin gogunda mevcuttur ve
bu hormonun antilipolitik etkisine karsi gelisen direncin bir sonucu olarak karacigere
gelen yag asitleri artar. Artmis plazma glukoz konsantrasyonu bulunan hastalarin
%34-75 inde NASH oldugu belirtiimektedir. NASH hastalarinda, yalniz steatoz
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olanlara kiyasla, instlin direncinin daha agir seyrettigi gosterilmistir (67). Bir otopsi
calismasinda Wantess ve Lentz, 22 steatohepatitli hastanin 20’sinde obezite,
diyabet ya da her ikisinin birlikte bulundugunu bildirmiglerdir (135). Calismamizda
NASH olgularinin % 33’l, hepatosteatoz grubundaki olgularin % 30.76 ‘si
diyabetiktir.

Hiperkolesterolemi, hipertrigliseridemi ya da ikisi birlikte sik gérilen diger bir
durum olup, NASH’li hastalarin % 20-82’sinde bildirilmistir (29, 121, 122, 123, 139,
140). Calismamizda NASH grubundaki olgularda % 60.31 oraninda, hepatosteatoz

grubundaki olgularda % 53.84 oraninda hiperlipidemi izlenmistir.

NASH’in klinik ve laboratuar bulgulari g6z 6nine alindiginda metabolik
sendromun bir komponenti olabilecegi ve hastaligin patogenezinde insulin direnci
ve inflamatuar faktorlerin roli pek ¢ok calismada gosterilmistir (131). Metabolik
sendrom, sendrom X veya insulin rezistans sendromu olarak da bilinir. Bir grup
metabolik bozukluk toplulugudur. Bu metabolik bozukluklar, glikoz intoleransi ( tip 2
diyabet, bozulmus glikoz torelansi veya bozulmus aclik glisemisi), insdlin direnci,
santral obezite, dislipidemi ve hipertansiyondur (141). NASH hiperinsilinemi ve
metabolik sendrom ile iligkili olabildiginden kardiyovaskdiler risk artisi ile birliktedir
(39,142,143). Son vyillarda obezite ve diyabet prevelansindaki global artisla
yakindan iligkili olarak metabolik sendromlu hasta sayisinda ciddi artis gézlenmistir
(144). Dinyada, bati toplumlarinda metabolik sendrom sikhd1 % 35'tir. Turkiye’'de
ise bu oran %33.9'dur (Tablo 6-7).
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(Tablo 6):Turkiye'de Metabolik Sendromun bdlgelere goére dagihm sikhig

ORNEKLEM SAYISAL DAGILIMI (BOLGE)

BOLGE ERKEK KADIN
KIRSAL KENTSEL KIRSAL KENTSEL

MARMARA 112 405 110 458 |
igAanNADOLU 1085 243 106 238
DOGU ANADOLU 88 94 84 83

e o = .

G.D. ANADOLU

AKDENIZ

EGE

736 (%17.3) 1374 (%32.2) 728 1426
*17.1) (33.4)

2110 (*449.5) 2154 (%:50.5)

ERKEK YAS : 40.78 + 14.97
KADIN YAS : 41.00 + 14.87

Tablo7:  Turkiye'de  Metabolik  Sendromun  cinsiyete  gére  dagihmi

" S Vietsar

TURKIYE’DE METABOLIK SENDROM PREVALANSI

TOPLAM
%o Yo %o

KIRSAL | 269 | 411 | 339

—

KENTSEL | 286 | 388 | 338

28 39.6 339

NASH ile birlikteligi daha az olan c¢esitli durumlar vardir: ince barsak

rezeksiyonu, total parenteral nitrisyon, jejunal divertikllozis, asiri obezite igin
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uygulanan  gastroplasti, jejunoileal bypass, Weber-Christian  Hastalgi,
abetalipoproteinemi ve amiodaron, tamoksifen, glukokortikoid ve sentetik dstrojen
ile tedavi gibi. Kilo veriimesi amaci ile uygulanan jejunoileal bypass cerrahisinden

sonra karaciger fonksiyon bozuklugu, obez hastalarin % 40’inda gérulebilmektedir.

Bir calismada uzun aclikta da, intrahepatik lipid birikimi gdsterilmistir. Acliga
fizyolojik cevap, kas proteolizi ve adip6z dokuda lipolizin artmasi seklinde olur.
Glikoneogenez, oksidasyon ve ketogenez icin amino asit ve serbest yad asidi
saglanir. Bu bulgular asiri ketogeneze karsi tedbir bulgularidir. Bu mekanizma uzun
aclikta, hizh kilo kaybinda, anoreksiya nervozada ve parenteral beslenmede
go6rilen NASH'’i aciklayabilir. NASH’li kilolu c¢ocuklarda, serum retinol seviyesi
incelenerek yapilan bir ¢calismada vit A yetmezliginin NASH igin bir risk faktora

oldugu vurgulanmistir (145).

Batin bu etyolojik faktérler haricinde, higbir neden bulunamayan NASH
hastalari da mevcuttur .Onceleri hastaligin edinsel tipte oldugu distnlilmisse de,

gunumuzde genetik yatkinligin roli arastiriimaktadir (146).
5.3. Genetik Yatkinlk :

Tdm risk gruplarinda NASH gelismemesi, bu antiteden genetik faktorlerin
kismen de olsa, sorumlu oldugunu distindirmektedir. Metabolik sendrom
hastalarinin  %25’inde NASH saptanmistir. Kisisel genetik ve gevresel faktorler
NASH gelisiminde énemlidirler (147).

Bir calismada NASH'te, insllin direnci, apoptoz, hepatositlerde lipid birikimi
ile ilgili enzimleri agiklamaya c¢alisan genetik molekiler mekanizmalar incelenmistir.
Hepatositte insulin direncinin lokalizasyonuna ait bir bilgi bulunamamistir. NASH’li
hastalarda lipid metabolizmasi, ekstraselliler matriks yapilanmasi, rejenerasyonu,
apoptozis ve detoksifikasyon slreglerini kontrol eden genlerin incelenmesi, NASH’in
molekuiler patogenenizini aydinlatmaya ve hedef tedaviyi belirlemeye yardimci
olabilir (148, 149).

NASH icin genetik etki acik degildir. Genetik faktorler sonug¢ olarak NASH
gelisimine neden olan bazi mekanizmalar tetikleyebilir; bircok sitokinin
ekspresyonunu ve oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunun yayginhgini
etkileyebilirler. NASH gelisiminde sorumlu genler ve aday genler Tablo 7 ve 8 de

siralanmistir.
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Tablo 8 : NASH etyopatogenezinde Sorumlu Genler :

o Obezite ile ilgili genler (11 beta hidroksisteroid dehidrogenaz tip 1),

e insilin sensitivitesini belirleyen genler (PPAR-gamma),

e Hepatik lipid depolanmasini igeren genler (apolipoprotein E, mikrozomal
trigliserid transfer protein),

e Yag asidi oksidasyonunu igceren genler (CYPs, PPAR-alfa, acyl-Coa
oksidase),

e Sitokin genleri (Interldkin-4, Transforming Growth Factor TGF-beta, IL-10,
TNFa, IFN-gamma, ),

o Oksidatif stresi etkileyen genler (HFE, ve TNFa) ve oksidatif stres
cevabinda protein kodlamasini iceren genleri (manganaz superoksit

dismutaz, uncoupling protein-2 (UCP-2)) icerir (150).

Tablo 9: NASH’in Etyopatogenezinin Temelindeki Aday Genler

o Apo E ekspresyonu geni

¢ Fosfohidrolaz sentezi geni (trigliserid sentezi kilit enzimi)
e Hemokromatoz geni, HFE

e (C282Y Mutanti

e HG63D Mutanti

e CYP2E1 i kodlayan gen

e CYP4A ailesini kodlayan gen

e Glutatyon S-transferaz M 10’u kodlayan gen
o UCP-2 yi kodlayan gen

o Asetil-CoA-oksidazi kodlayan gen

o Tip1-kollajeni kodlayan gen
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5.4. Klinik Ozellikler ve Laboratuar Bulgulari :

NASH cogunlukla asemptomatiktir. Diger hastaliklari nedeniyle veya rutin
tetkikleri esnasinda, anormal karaciger enzim dizeylerinin saptanmasi ile tanida
disundldr. Bazi hastalarda yorgunluk, batin sagd Ust kadranda agri veya dolgunluk
hissi olabilir. Metabolik sendrom bulgulari olabilir ancak, bazi hastalarda
hepatomegali tek fizik muayene bulgusudur. Hastalarin az bir kisminda da kronik
karaciger hastaligina ait bulgular olabilir. Spider nevus, palmar eritem, sarilik, 6dem
ve portal hipertansiyon ilerlemis hastalikta gorilebilir. Obezite en sik saptanan
muayene bulgusudur. Klinik incelemede alkolik karaciger hastaligi (6zellikle 20 gr./
guin Uzerindeki alkol kullanimi), Hepatit B, Hepatit C gibi kronik karaciger hastaliklari

diglanmalidir.

Laboratuar bulgularinda, karaciger fonksiyon testleri orta diizeyde bozuktur.
Genelde ALT, AST degerinden ylksektir (151). AST bazen, oOzellikle de siroz
varliginda, ALT degerinden yuksek olabilir. Ama AST/ALT orani hemen higbir
zaman 2’den blyuk degildir. ALT degerleri steatozun veya fibrozisin derecesi ile
korele degildir. Alkalen fosfataz ylksekligi, glukoz tolerans bozuklugdu,

hipertrigliseridemi de gorulebilir (152).

Radyolojik olarak, USG de yagh karaciger hiperekoik izlenebilir. BT veya
MR da karacigerde dlzensiz yag dagilimi géralir (153).

Biyopsi kesin tani ve skorlama icin mutlak gerekli bir yéntemdir. Ancak
gorintileme yontemleri, klinik ve biyokimyasal incelemeler tani igin biyopsi sonucu
ile birlikte degerlendirilip sentezlenmelidir (154,155,156).

5.5. Makroskopik Bulgular :

Karaciger buyuk ve yumusaktir. Lipid birikimine bagh sari ve yagli goralir.

Geg evrede, 6zellikle siroz gelisirse, karacigerde yaglanma azalabilir.
5.6. Mikroskopik Bulgular :

Yaglanma batin NASH’li hasta biyopsilerinde rastlanan ve g¢esitli
seviyelerde tespit edilen bir bulgudur. NASH igin tipik olan yaglanma,
makrovezikulerdir. Hepatosit sitopazmasi i¢inde tek genis bir vakuol olarak goralir

ve hicre gekirdegini perifere itmistir. Yagh hepatositler, normal hepatositlere gore
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daha buyuk gérinimdedir. Makrovezikller yaglanma, pratikte H-E ile rahatlkla
taninir. Karacigerde yaglanma akademik amagla gosteriimek istenirse, frozen

kesitte Sudan black gibi yag boyalari yapilabilir.

lleri olgularda mikrovezikiler yaglanma igeren hepatositler de
bulunmaktadir. Bu hepatositler gérece daha kuglktlir ve nikleuslari santral
yerlesimlidir. Sitoplazmalar klglk lipid vakuolleri ile doludur. Hepatositler es
zamanl bu iki steatoz formunu da icerebilir. Alkolik karaciger hastaliginda bu mikst
patern, fibrozis gelisiminde artma riskiyle iliskilidir. Biz olgularimizda genelde

makrovezikiler yaglanma izledik (Resim 8,9,10,11,12,13,14).

Hasar ve yaglanma paterni zon 3’'ten baslar ve batin asinisu tutabilir.
NASH’te yaglanmanin zon 3’ten baglayisi tipiktir. Fakat amidaron kullanimi ile iligkili
steatohepatit ve g¢ocuk olgularin biyopsilerinde zon1 (periportal) baslangigh
yaglanma, balonlasma ve Mallory cisimleri gdzlenebilir. Bizim olgularimizin
¢ogunlugu ise, baslangi¢ olarak perisentral yaglanma icermektedir; ancak belli bir
oranin Ustlinde yaglanma izlenince karacijer tama yakin yaglandigindan, zon

ayrimi yapilamamistir (Resim 10 ).

NASH’in diger temel komponentleri, inflamatuar infiltrasyonlar, hepatosit
hasari ve parenkimal fibrozistir. NASH’li olgular icerdikleri yangisal infiltrasyon
acisindan incelendiginde, steatohepatit inflamasyonu tipik olarak lobulerdir. Portal
yang! ¢ocukluk cagi steatohepatitlerinde izlenebilir. Yetigkin hastalarda NASH'’te
portal inflamasyon nadir gorulir. Portal inflamasyon izlenirse, mononukleer hiicre
icerir ve nadir notrofiller gorulebilir. Calismamizda NASH olgularimizda % 36.50
oraninda portal bolgelerde inflamasyon izlenmistir. Grubumuzdaki tek pediatrik

olguda, portal bélgede inflamasyon izlenmemistir.

Lobdler infiltrasyon, kronik inflamatuar hicreler ve polimorfonikleer
I6kositlerle karakterizedir. Lobller infiltrasyonlardaki nétrofilik hiicreler, NASH'i diger
karaciger hastaliklardan ayiran bir 6zelliktir. ASH VE NASH'te steatohepatitin
sentrilobller lezyonlarinda (balonlasmis hepatositler, yagh degdisimler; Mallory
cisimleri, periselliler-periveniler fibrozis) notrofilik |6kositler 6nemlidir; ancak
bugiinkid g¢alismalar, steatohepatit patogenezine iliskin major roli T lenfositler ve

makrofajlarin oynadigini gdstermektedir (19).
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Olgularimizda NASH grubunda en sik izlenen yangi PMNL’lerin yogunlukta
oldugu noktasal nekrozlardir (Resim 12,13,14,15). Genis bir seri NASH hasta
grubunda, ALT seviyesi, hepatik inflamasyon aktivitesi ile iligkili bulunmustur,

hastaligin fibrogenik progresyonu ile iligkisi gosterilememistir (157).

Biz calismamizda, karaciger fonksiyon testleri normal olan bazi
hepatosteatozlarda PMNL’lerden zengin noktasal nekrozlar izledik, bu durum bize
biyokimyasal ve inflamatuar veriler arasinda tam bir baglanti olamayacagini

dusundurmustar.

Rutin boyamada hepatositlerin i¢cinde gérulen seyrek ve genis yag vakuolleri
Kupffer hiicrelerinin iginde de bulunmustur. Bu gérinim Kupffer hiicrelerinin NASH
patogenezinde etkili oldugunu ve yipranmis hepatositlerin fagositozunda direkt bir
rolU olabilecegini diusundirmektedir. Kupffer hiicrelerindeki lizozomal aktivite, yagli
karacigerde reaktif oksijen radikalleri olusumunun mekanizmasinda etkili olabilir
(19)

inflamasyonda lipograniilomlar da bulunabilir. Bu dokular portal alan veya
lobul icindeki yaglanmaya bir cevap olarak olusabilir. Lipogranitlomlar, yaglanmis
hepatosit etrafini geviren monontkleer hicreler ve Kupffer hicrelerini kapsar.
Tesadlifi olarak lipogranilomlarda eozinofillere de rastlanabilir. Lipograndlomlar tani
koyduracak kadar diagnostik olmasa da, NASH’te not edilmesi gereken karateristik

bir bulgudur.

Daha buytik portal ve periveniler lipograntlomlar ise daha az spesifiktir ve
diger karaciger hastaliklarinda da olusabilir. Biz de NASH olgularinda lipograntilom
yapilarinda Kupffer hiicreleri ve yag dokusunu birlikte gérdik ve bunun yadlarin,

hepatositlerin fagosite edilmesiyle ilgili olabilecegini distindik (Resim27,28, 29,30).

Calismamizda, NASH olgularinda % 60.3 oraninda lipogranilom izledik.
Hepatosteatoz olgularinda ve normal karacigerlerde ise hig lipogranilom izlemedik.
Bazi hepatosteatozlu olgularda PMNL'den zengin noktasal nekroz varligini da
saptadigimiz g6z onlne alinirsa lipogranilom NASH igin oldukga spesifik bir

histopatolojik bulgudur.

Hepatoselller hasar, balonlagsma ve asidofilik dejenerasyon olmak Uzere 2
farkli morfolojik gérinimdedir. Balonlasma dejenerasyonu intraselller sivi

birikiminin sonucu olup, siskin hepatositlerle karakterizedir. Balonlasmis hepatosit
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gruplar tipik olarak zon 3 iginde yer alir. Biz de ¢galismamizda, NASH olgularinin %

92’sinde balonlasmis hepatositleri yaygin olarak zon 3’te izledik (Resim 15,16).

Asidofilik cisimler ise apoptotik hiicre 6limUu sonucu olusur ve sinlzoidlerin
icinde kicglk, eozinofilik sitoplazmik parcalar olarak not edilmiglerdir. Diastazli PAS
boyasi ile, sinlizoidal Kupffer hiicrelerinde izlenebilir. Mallory hyaline cisimcikleri
alkolik karaciger hastaliginin karakteristik bulgusudur (158). Fakat NASH’te de
bulunabilir. Pediatrik NASH’te Mallory hyalin cisimciklerine pek rastlanmaz
(159,160). Yetiskin NASH vakalarinda Mallory hyalin cisimcigi sikhd1 % 9,5 ile % 90
arasindadir (139,161). Steatoz, balonlasma ve lobller inflamasyon zemininde ek
olarak Mallory hyalin cismi varligi NASH tanisini destekler, ancak histopatolojik tani
icin mutlak gart bir bulgu degildir. Bulundugu zaman Mallory hyalin cismi zon 3’teki

balonlasmis hepatositlerin icinde yer alir.

Steatohepatitte glikojen dolu vakuolize nukleus varligi yaygin olmakla
birlikte, NASH icin diagnostik bulgu degildir, ASH'te ise beklenmeyen bir bulgudur
(158). Ek olarak bu nuikleer degisiklikler altta yatan karaciger hastaligindan
badimsiz olarak, ¢ocuklarda gdriilebilir, Wilson hastaliginda da izlenebilir.(160,162).
Glikojenli nukleusun diyabetik karacigerlerde siklikla goérildigunt distnUrsek,

NASH’lilerde beklenen bir bulgu olmasi dogaldir.

Glikojenlenmis nukleus birgok calismada not edilmis, degerlendirilmis bir
bulgudur. Pinto 32 NASH hastasi Uzerinde yaptigi ¢alismada % 75 oraninda
glikojenlenmig nukleus varligindan bahsetmektedir (140). Alkolik steatohepatitte bu
orani daha duslk, diyabetli ve obez hastalarda daha yilksek saptamigtir. Bizim
calismamizda da, NASH olgularinda %46 oraninda, hepatosteatoz olgularinda %

38.5 oraninda glikojenli nukleus izlenmistir.

Megamitokondri de denilen genislemis mitokondriler NASH'te gdrtlebilir
(163). Caldwell yaptigi calismada megamitokondrileri ultrastruktirel olarak
incelemis ve NASH’te ASH’e gdre daha fazla megamitokondri bulmustur(164).
Megamitokondrilerin  karaciger hasari veya adaptif bir degisiklik oldugu

disunulmektedir.

NASHteki fibrozis paterni, 6énemli karakteristik bir bulgudur. Baslangi¢
olarak stellat hicreleri ve kollajen depolanmasi, periveniler (zon 3) bdlgede

yogunlasmistir. Bazi bélgelerde kollajen, tek hulcrelerin etrafini sarmis olarak

53



gozlenebilir ki periselliler veya chickenwire fibrozis olarak tanimlanir ve alkolik
steatohepatitte daha yaygindir. Bu fibrozis paterni, ASH ve NASH'i diger
nekroinflamatuar, kolestatik ve diger kronik metabolik karaciger hastaliklarindaki
fibrozisten ayirir (Diger hastaliklardaki fibrozis genelde periportal lokalizasyonludur).
Calismamizda NASH olgularimizda, siklikla periselltler, perivenller fibrozis paterni
izlenmistir. (Resim 17,18,19,20 )

NASH basit steatozdan, steatohepatit ve siroza kadar degisen paternde
olabilir. Siklikla benign gidislidir. NASH'te ilerleyici hasar olursa, portal fibrozis,
porto-portal, porto-sentral septum formasyonu ( kdpriilesme ) ve siroza ilerleyebilir.
Sirotik karacigerde steatoz ve inflamasyonun diger karakteristik morfolojik bulgulari

bulunmayabilir. ileri evre NASH'lerde siroz, karaciger yetmezIigi ve HCC gelisebilir.

NASH olgulari, gesitli histopatolojik bulgularin sentezlenmesi ile Brunt
sistemine gore siniflanir, biz de olgularimizi bu sisteme gére degerlendirdik. Brunt
grade’i hiicresel hasar ve yanglyi, stage’i ise bu etki sonucunda karacigerde gelisen
bag dokusu gelisimini goésterir. Brunt sistemindeki grade ve stage siniflamalari
ayrintili olarak tablo 3 ve 4 ‘de gosterilmistir. Calismamizdaki NASH’li olgularin
%55.5'i grade 1, % 39.7’si grade 2, % 4.8'i grade 3'tur. Brunt stageleri ise stage 0 %
254, stage 1 % 41.2, stage 2 % 15.9, stage 3 % 15.9, stage 4 % 1.6°dir
(Tablo17-18).

5.7. NASH’te CRN Siniflamasi :

NASH’in evrelemesinde alternatif bir siniflama da CRN skorlama sistemidir.
Tablo 10 ‘da ayrintili olarak anlatiimistir. Uygulamasi daha pratik goériinse de, yeni
bir siniflama olmasi ve poplilaritesi Brunt sistemine gére daha disuk oldugundan,

galismamizda bu siniflamayi kullanmadik.
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Tablo: 10 NASH’ te CRN Skorlama Sistemi ( Clinical Research Network)

Steatoz Lobiiler Hepatoselliler
Grade inflamasyon Balonlagma
0:<%5 0: Yok 0: Yok

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

2:2 -4 odak 2 : Orta, belirgin
2:34-66% ( 20 blylitme )

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

Steatoz : 0 — 3, Lobiiler inflamasyon: 0 — 3, Balonlasma: 0 -2
Fibrozis( CRN Siniflamasi) :
Stage 0: Yok

Stage 1a: Zon 3te hafif perisinizoidal fibrozis (Mason trikrom boyasi ile
gosterilebilir).

Stage1b: Zon 3te orta derecede perisintzoidal fibrozis (H-E boyasi ile gorulebilir).
Stage 1c: Portal fibrozis

Stage 2: Zon 3te perisintizoidal fibrozis ve periportal fibrozis

Stage 3: Bridlesen fibrozis

Stage 4: Siroz
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Resim 7: CRN stage siniflamasi

Bir calismada 545 NAFLD’li olgu karaciger biyopsileri ile incelenmigtir.
Steatozun siddeti ile inflamasyon ve NASH’in diger bulgulari karsilastiriimistir.
Siddetli steatoz, lobiler inflamasyon, zon 3 fibrozis, steatohepatit ile birliktelik
gOstermekte olup, Zon 3 steatoz, balonlasma, Mallory cisimcikleri, ileri fibrozis ile
siklikla Dbirliktelik gdstermigtir. Bu calismada siddetli steatozlu hastalarin
steatohepatitli olma olasiliginin daha yuksek oldugu vurgulanmig, ancak daha fazla

¢alismaya ihtiyac oldugu bildirilmistir (165).

Calismamizdaki veriler de bu bulgulari desteklemektedir. Bizim
olgularimizda hafif yaglanma NASH olgularinin %52.4’Unde, hepatosteatozlularin
ise %76.9° unda vardir. Agir yaglanma ise NASH olgularinin %19unda ve
hepatosteatoz olgularinin % 7.7’ sinde izlenmistir. p < 0.0001 (Tablo 11). PMNL’
lerden zengin yangisal infiltrasyon NASH'te daha sik ve yogun izlenmektedir.
p<0.0001 (Tablo 12). Zon 3 fibrozis ise NASH'te hepatosteatoza gore anlamli
olarak fazladir (Tablo 18 ).

Demir metabolizmasi ve NASH arasindaki iliski pek c¢ok calismada

incelenmis bir konudur. NASH’li hastalarda yangili hepatik sintzoidlerde eritrosit
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kimelerinin izlenmesi, bu hastaligin etyolojisinde, demir metabolizmasinin rolu
olabilecegini dugstndurmustir. NASH’li olgularda demir birikimi arastiriimig, 3
¢alismada olgularda, % 15 - % 55 arasinda birikim saptanmigtir (29,166,167). Bir
diger calismada ise, NASH'li karacigerde demir birikimi ile bag dokusu gelisimi
arasinda baglanti bulunmustur (168). Deneysel bir galismada, NASH’li tavsan
karacigerlerinde izlenen eritrofagositoz ile demir birikiminin etyopatogenezde énemli
rol oynadidi ileri surdlmustir. Bu yayinda, NASH’li olgularda eritrofagositozun
nedeninin agiklanmasinin tedavi planlamasinda belirleyici olabilecegdi iddia edilmistir
(169). Yapilan Klinik bir calismada ise, NASH hastalarinin karacigerlerinde énemli
derecede demir birikiminin olmadigi ve demir miktarinin prognozu etkilemedigi

sonucu elde edilmigtir (170).

Biz de olgularimizda demir boyasi uyguladigimizda, iki hepatosteatozlu ve
bir normal olmak Uzere toplam U¢ olguda karacigerde demir birikimi izledik. NASH’li
olgularimizin  hi¢ birinde demir birikimi izlemedigimizden ve eritrofagositoz
saptamadigimizdan hastaligin etyopatogenezinde demir birikiminin énemli bir rolG

oldugunu distinmuyoruz.

Kupffer hicreleri karacigerdeki inflamatuar olaylarda ¢ok énemli rol alan ve
karacigerdeki sitokinlerin ¢cogunu salgilayan hicrelerdir. Bu hiicrelerden salinan
proinflamatuar bir sitokin olan TNF a, | kappa-beta kinaz (IKK-TGF f)
aktivasyonuna, bu da nikleer faktér K B(NF-KpB ) aktivasyonuna sebep olur. NASH'li
hastalarda Kupffer hlicreleri TNF-a aktivasyonunu dizenleyen, interferon gamma,
IL6, IL10, IL12 ve PG E2 de salgilar. Artan TNF-a, lipolize neden olur ve ortamda

serbest yag asitleri artar.

Kupffer hicreleri, TGF B, TNF-a ve IL-1 sekresyonu ile stellat hiicreleri ve
fibroblastlar aktive eder (4). Kupffer hlcreleri parafin kesitte gortntilemenin en
pratik yolu immunhistokimyasal yontemle bir makrofaj belirleyicisi olan CD 68 ile
boyamaktir. Bu hucreleri goérintilemek icin en spesifik CD68 klonu ise bizim

calismamizda kullandigimiz PG-M1’dir (3).

Kupffer hdcreleri, inflamasyon ve fibrozis gelisiminde ©6nemli rol

oynadiklarindan, bazi hastaliklardaki yogunluklari arastirma konusu olmustur.

Bir calismada, Kupffer hicreleri ve stellat hiicreleri arasinda baglantili

fibrozis silrecinin PBS (primer bilier siroz) patogenezindeki roll arastirilmistir.
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immunhistokimyasal olarak, Kupffer hiicreleri CD68, stellat hiicreleri SMA ile
boyanarak incelenmistir. Kupffer hcreleri ve stellat hucrelerinin periportal,
periseptal alanlarda, fibr6z bant ve septalarda sayica artmis oldugu bulunmustur.
Bu hdcrelerin perisintizoidal etkilesiminin PBS’te fibrozis ve siroz gelisiminde

onemli oldugu iddia edilmistir (171).

Bilier atrezi ile ilgili bir calismada, hepatik portoenterostomiden (HPE) énceki
bilier atrezili 6 cocuk, HPE’den sonra inat¢i sarilikli 6 ve sariliksiz 7 olmak tizere 13
cocuk ve kontrol grubu olarak saglikh 16 ¢ocuk incelenmistir. Bu ¢alismada, bilier
atrezili c¢ocuklarda, Kupffer hucrelerinin aktive oldugu ve sayica arttigi
immunhistokimyasal olarak CD68 ile boyanarak gosterilmistir. Kupffer hlicrelerinden
salinan ve ELISA ile tespit edilen IL-18’in, bilier atrezili hastalarda prognozla iligkili
oldugu ve prognostik belirte¢ olarak IL-18’den faydalanilabilecegdi vurgulanmistir
(172). Biz gahgmamizda hasta gruplarimizda ve kontrol grubumuzda Kupffer hiicre

saylisinda, belirgin bir fark gérmedik.

ASH’li hastalarda degisik fibrozis derecelerinde 40 hastada yapilan bir
calismada CD68 ekspresyon dlzeyinin fibrozisin siddeti ile direkt olarak arttigi

sonucuna variimigtir ( 173).

NASH ve steatohepatitlerde Kupffer hicrelerinin yogunlugu ve dagilimi

ingilizce literatiirde 3 yayinda incelenmistir.

Lefkowitz ve arkadaslari 11 steatohepatitli (5'i ASH’ li, 7’si NASH’li) ve
kontrol grubu olarak 7 normal ve hepatosteatozlu olguda Kupffer hicrelerinin
dagilim paternlerini degerlendiren bir calisma yapmiglardir. Kupffer hicrelerini
immunhistokimyasal yéntemle CD68 (PG M-1) boyayarak degerlendirmigler ve
steatohepatit olgularinda dagilim paterni agisindan  belirgin  farkhliklar
saptamislardir. Steatohepatitli olgularda, Kupffer hicreleri periveniler agirlikh
yerlesim gdstermekte, caplari  biyiyiip, sitoplazmalari yuvarlaklasmakta,
sitoplazmik lipid vakuolleri icermekte, agregatlar yapmaktadir. Kontrol grubunda ise,
Kupffer hicreleri tek tek dizilim gostermekte, ince sitoplazmali olarak izlenmektedir
. Sonug olarak, bu ¢alismada ASH ve NASH etyopatogenezinde Kupffer hicreleri
ve lenfositlerden olusan kompleks sitokin aginin énemli rol oynadigi sonucuna

variimistir (19).
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Biz de c¢alismamizda, dadilim paterni agisindan benzer 6zellikler izledik.
Agregat yapisi NASH’lilerde % 68.3 oraninda izlenirken, hepatosteatozda % 23.1
oraninda gorulmugtir. Normal karacijerde agregat vyapisi gozlenmemigtir.
Lipogranilom formasyonu daha spesifik 6zellikte olup, NASH'li olgularda % 60
oraninda izlenmigtir; hepatosteatoz ve normal karacigerde ise gorulmemistir. Biz
Lefkowitz ve arkadaslarindan farkli olarak hepatosteatozlu olgularda agregat
yapilarini izledik, bu durumun nedeni muhtemelen inceledigimiz hepatosteatozlu

olgularin sayisinin daha ¢ok olmasidir (4 vs 13).

Park ve ark. 15'i hepatosteatozlu, 24’0 NASH’li 39 hastada, retrospektif
olarak yaptiklari bir calismada, Kupffer hiicrelerinde CD68, CD14, TNF-a ve UCP-2
ekspresyonu izlenmistir. NASH grubunda genelde, CD68 pozitif (+) Kupffer hiicre
yogunlugu, steatozlu olgu grubundan daha fazla bulunmustur ( 19.2 £ 5.2 /9.3 %
3.2 ). Ayrica NAFLD’li olgularda, CD68(+) Kupffer hicre sayisinin, hastahgin
yangisal infiltrasyonunun gsiddeti ile iliskili oldugu belirtilmigtir (174). Biz
calismamizda Kupffer hicresi sayilarini NASH ve hepatosteatoz grubunda farkh
bulmadik. Ayrica yanginin siddeti ile de aralarinda bir baglanti saptayamadik. Bizim
calismamizda NASH ve hepatosteatoz olgu sayisi Park’in galismasindaki olgu
sayisinin yaklagik iki katidir (76 vs 39) ve Park, CD68 icin kullandigi antikorun
klonunu belirtmemistir. Bizim kullandigimiz CD68 PG M-1 klonu daha énce Baldus
ve arkadaslari tarafindan diger 3 CD68 klonu ile karsilastirilmis ve en ¢ok pozitiflik
veren klon olarak degerlendirilmistir (72). Ayrica boyamanin x100’ Iik buylitmede
sayildigi belirtiimis, ancak ka¢ alanda incelendigi ifade edilmemistir. Bulgularimiz

arasindaki bu farkllik teknik nedenlerden olabilir.

Yagli karaciger, steatohepatit ve normal karaciger olgularinda, CD68
boyanarak yapilan bir ¢calismada, bizim olgularimizda da gézlendidi gibi Kupffer
hucreleri sayisinda belirgin bir fark izlenmemistir, ancak steatohepatitli olgularda

portal alanlarda makrofaj yigilmalari dikkati cekmistir (19).

Bizim calismamizda da CD68 pozitif (+) Kupffer hicreleri, NASH'li olgularda
% 41.3, hepatosteatoz grubunda % 30.8 oraninda portal bdlgede izlenmistir.

Kontrol grubunda ise, portal bélgede Kupffer hiicresi izienmemigtir. p< 0.015

Hepatik stellat hucreler, Disse araliginda yerlesmisg sitokin ve buyume
faktorl sentezi ve sekresyonu yapabilen 06zellesmis hucrelerdir. Karaciger

fibrozisindeki hiuicre disi matriks ve kollajen sentezinden sorumludur. Bu hucrelerin
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A vitamini metabolizmasinda rol oynadigi bilinmektedir. Prostoglandin ve
tromboksan A2 gibi dizenleyici maddelere cevap olarak sintzoid limeninin ¢apini
degistirebilmektedir. Oksidatif stres ve Kupffer hicrelerinden salgilanan TGF f,
TNF-a ve IL-1, hepatik stellat hiicreleri ve fibroblastlari aktive ederler (4). Stellat
hdcreler normalde 1s1k mikroskopik incelemede izlenmez, ancak bazi patolojik
durumlarda belirginlesir (10,11). Stellat hdcrelerinin, vimentin, dezmin, SMA ile
ekspresyonu izlendiginden mezenkimal orijinli oldugu disinudlmustir (12,13). Bazi
arastirmalarda néral proteinlerin ekspresyonu izlendigi icin ise, néral krest orijinli
olabilecegi de dusunilmustir. Stellat hicreler GFAP (glial fibriler asidik protein),
noral hiicre adhezyon molekil (N-CAM) antikoru ve sinaptofizini eksprese edebilir
(14,15,16,17,18).

Stellat hdcrelerinin yogunlugu, aktivasyonu fibrozis arasindaki iligki gesitli

karaciger hastaliklarinda arastiriimistir:

18 bilier atrezili bir calismada, immunhistokimyasal olarak a-SMA ve
prokollagen a1 mRNA veya TGF- 8 mRNA igin insitu hibridizasyon yapilmistir. TGF
B yapiminda Kupffer hicrelerinin roli immunhistokimyasal olarak CD68
uygulanarak goésterilmistir. Bu calismada bilier atrezili hastalarda artan kollagen
yapiminda aktive stellat hdcrelerinin sorumlu oldugu ve bu hiicrelerin fibrozis

surecinde 6nemli oldugu vurgulanmistir (175).

Alkolik karaciger hastaligindaki fibrozis olusumu ile ilgili bir calismada, 87
perisentral hasarli ancak portal alanlarin normal oldugu ASH olgusu ile 324 cesitli
stagelerdeki ASH olgusu ve 10 normal olgu kontrol grubu olarak incelenmistir. Bu
calismada erken stage olgularda stellat hiicre aktivasyonu perisentral boélgede
olup, fibrozis ilerledikge daha diffuz izlenmistir. Kupffer hiicre aktivasyonu CD68
ekspresyonu ile gdsterilmigtir. Tum evrelerde, endotelial hlcrelerde, periportal
CD34 ekspresyonu izlenmistir SMA ekspresyonu ile fibrozis evrelemesi yapiimistir.
Etanol hasarinda fibrozisin, aktive stellat hicreleri, Kupffer hiicreleri ve endotelial
hlcrelerin etkisi ile meydana geldigi vurgulanmistir. Bu calismada, stellat hticre
belirleyicisi olan smooth muscle-spesific a actin (SMSA) ile fibrozisin periventler
alandan basladi§i daha sonra tim karacigere yayildigi gézlenmistir. Etanole bagh
fibrogenezisin stellat hiicre ve Kupffer hiicre aktivasyonuna bagli oldugu sonucuna

varilmistir (173).
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Bir calismada 25'i tip 2 diyabetli, 52 obez hastada, karaciger
biyopsilerine immunohistokimyasal olarak kollajen IV, SMA ve laminin
uygulanmistir. Bu c¢alismada aktive stellat hicreleri genelde zon 3’te ve
perisindizoidal bélgede izlenmistir. Kollagen ve laminin siniizoidal Disse araliginda
diffuz, sentrilobiler alanda ve/veya sentral ven duvarinda cgesitli yogunluklarda
izlenmistir. Diyabetes Mellitus olmayan hastalarda sintzoidal kollajen depozitleri ve
SMA imminreaktivitesi siddetli steatozun derecesi ile iliskili, Diyabetes Mellutus’lu
hastalarin ¢gogunda sinlzoidal kollajen IV depozitleri ve stellat hlicre aktivasyonu,

steatozun derecesi ile iligkisiz olarak daha yogun bulunmustur (176).

Sonugta, diyabetik olmayan NASH’lilerde hepatik fibrozis stellat hicre

aktivasyonu ile direk iligkili bulunmustur.

Washington ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada 60 NASHli, 16
steatohepatitli olgunun stellat hicre aktivasyonunu degerlendirmek icin SMA ile
boyanmis ve stellat hiicre aktivasyonu ile fibrozis gelisimi arasinda direk bir baglanti
bulunmustur. Bu aktivasyon ile inflamatuar aktivite ve yaglanmanin siddeti ile
paralellik izlenmemistir. Bazi hastalarda stellat hlicre aktivasyonunun fibrozise gére
beklenenden fazla olmasi bu hastalarin progresyon riski tasiyabilecekleri seklinde

yorumlanmistir (27).

Bizim ¢alismamizda da, bu konuda yapilan diger iki ¢galismada oldugu gibi,
SMA siddeti ile Brunt stage karsilastiriimig, stage arttikga SMA ekspresyonunun
arttigi izlenmistir ve SMA ile stage(Brunt) arasinda p< 0.0001 ile olduk¢a anlamli
iliski g6zlenmistir. ( Tablo 36 ) Ayrica Washington ve arkadaslarinin da izledigi gibi,
stellat hiicre aktivasyonu ve yangisal infiltrasyonun siddeti arasinda bir anlam

saptanamamistir.
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6.TABLOLAR:

Olgu gruplarina gére yaglanma oranlari

Steatoz
0 1 2 3
NASH 0 (0,0%) |33 (52,4%)|18 (28,6%)|12 (19,0%)| 63
Hepatosteatoz 0 (0,0%) 10 (76,9%)| 2 (154%)| 1 (7,7%) 13
Steatozlu viral hepatit 0 (0%) 6 (46.1%)| 6 (46,2%)| 1 (7,7%) 13
Normal 17 (100,0%)| 0 (0,0%) | 0 (0,0%) | 0 (0,0%) | 17
Toplam Olgu Sayisi 106
Tablo: 11 p<0.0001
Olgu gruplarinda PMNL’ler igeren noktasal nekroz yogunluklari
PMNL
0 1 2 3
NASH 8 (12,7%)[39 (61,9%)[14 (22,2%)|2 (3,2%)| 63
Hepatosteatoz 5 (38,5%)| 7 (53,8%)| 1 (7,7%) |0 (0,0%)| 13
Steatozlu viral hepatit 2 (154%)| 7 (53,8%)( 4 (30,8%)|0 (0,0%)| 13
Normal 16 (15,1%)| 1 (9,0%) 0 (0,0%) |0 (0,0%)| 17
Toplam Olgu Sayisi 106
Tablo 12: p<0.0001
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Olgu gruplarinin genel inflamasyon miktarina gére karsilastiriimasi

inflamasyon Seviyesi
0 1 2 3

NASH 6 (9,5%) |45 (71,4%)|11 (17,5%)(1 (1,6%)| 63
Hepatosteatoz 6 (46,2%)| 6 (46,2%)| 1 (7,7%) |0 (0,0%)| 13
Steatozlu viral hepatit 3 (23,1%)| 3 (23,1%)| 7 (53,8%)|0 (0,0%)| 13
Normal 15 (88,2%)| 2 (11,8%)| O (0,0%) [0 (0,0%)| 17
Toplam Olgu Sayisi 106
Tablo: 13 p<0.0001

Nikleer Glikojen
NASH 29 (46,0%) | 63
Hepatosteatoz 5 (38,5%) 13
Steatozlu viral hepatit 6 (46,2%) 13
Normal 0 (0,0%) 17
Toplam Olgu Sayisi 106
Tablo: 14 p<0.006

Balonlagma
0 1 2 3

NASH 5 (7,9%) [32 (50,8%)(24 (38,1%)|2 (3,2%)| 63
Hepatosteatoz 6 (46,2%) 6 (46,2%)| 1 (7,7%) |0 (0,0%)| 13
Steatozlu viral hepatit 2 (154%) | 7 (53,8%)| 4 (30,8%)(0 (0,0%)| 13
Normal 17 (100,0%)| O (0,0%) [ O (0,0%) |0 (0,0%)| 17
Toplam Olgu Sayisi 106
Tablo: 15 p<0.0001
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Demir Birikimi
Varhgi
NASH 0 (0,0%) | 63
Hepatosteatoz 2 (15,4%)| 13
Steatozlu viral hepatit [0 (0,0%) 13
Normal 1 (5,9%) 17
Toplam Olgu Sayisi 106
Tablo: 16 p<0.017
Brunt Grade
0 1 2 3
NASH 0 (0,0%) |35 (55,5%)(25 (39,7%)|3 (4,8%)|63
Hepatosteatoz 8 (61,5%)]| 4 (30,8%)| 1 (7,7%) |0 (0,0%)[13
Toplam Olgu Sayisi 76
Tablo: 17 p<0.0001
Brunt Stage
0 1 2 3 4
NASH 16 (25,4%)126 (41,2%) (10 (15,9%)]10 (15,9%)|1 (1,6%) 63
Hepatosteatoz 9 (69,2%)]| 2 (15,4%)| 0 (0,0%) | 2 (15,4%)|0 (0,0%) 13
Toplam Olgu Sayisi 76

Tablo :18
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Steatoz

PMNL igeren Lobiiler inflamasyon

0 1 2 3
17 (54,8%) (10 (32,3%)| 2 (6,5%) (2 (6,5%) | 31
2 (3,7%) |28 (51,9%)|17 (31,5%)(7 (13,0%)| 54
0 (0,0%) | 9 (47,4%)| 6 (31,6%)(4 (21,1%)| 19
0 (0,0%) | 0 (0,0%) | 1 (50,0%)[1 (50,0%) 2
Toplam Olgu Sayisi 106
Tablo: 19 p<0.0001
Steatoz Nukleer Glikojen
0 0 (0,0%) 17
1 21 (42,9%) 49
2 13 (50,0%) 26
3 6 (42,9%) 14
Toplam Olgu Sayisi 40/106 (37.7%)
Tablo : 20 p<0.005
Steatoz Balonlagma
0 1 2 3
1 17 (100,0%)| 0 (0,0%) | O (0,0%) [0 (0,0%)(17
2 10 (20,4%) |33 (67,3%)| 5 (10,2%)[1 (2,0%) |49
3 0 (0,0%) (12 (46,2%)]14 (53,8%)|0 (0,0%) (26
4 3 (21,4%) | 0 (0,0%) |10 (71,4%)|1 (7,1%) |14
Toplam Olgu Sayisi 106
Tablo : 21 p<0.0001
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CD 68(+) Kupffer H.si Grade’i

1 2 3

NASH 9 (14,3%) |29 (46,0%)|25 (39,7%)| 63
Hepatosteatoz 3 (23,1%) | 4 (30,8%)| 6 (46,2%)| 13
Steatozlu viral hepatit 4 (30,8%) | 3 (23,1%)| 6 (46,2%)| 13
Normal 3 (17,6%) | 7 (41,2%)| 7 (41,2%)| 17
Toplam Olgu Sayisi 106
Tablo :22 p=0.704

Kupffer H. Portal

Lokalizasyonu
NASH 26 (41,3%) 63
Hepatosteatoz 4 (30,8%) 13
Steatozlu viral hepatit 4 (30,8%) 13
Normal 0 (0,0%) 17
Toplam Olgu Sayisi 106
Tablo:23 p=0.180

Agregat
NASH 43 (68,3%) 63
Hepatosteatoz 3 (23,1%) 13
Steatozlu viral hepatit 4 (30,8%) 13
Normal 0 (0,0%) 17
Toplam Olgu Sayisi 106
Tablo: 24 p<0.0001
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Lipograniilom

NASH 38 (60,3%) 63
Hepatosteatoz 0 (0,0%) 13
Steatozlu viral hepatit 3 (23,1%) 13
Normal 0 (0,0%) 17
Toplam Olgu Sayisi 106
Tablo:25 p<0.0001
Brunt Grade Agregat

0 2 (25,0%) 8

1 20 (51,3%) 39

2 21 (80,8%) 26

3 3 (100,0%) 3
Toplam Olgu Sayisi 76
Tablo:26 p<0.007
Brunt Stage Agregat

0 10 (40,0%) 25

1 23 (82,1%) 28

2 7 (70,0%) 10

3 6 (50,0%) 12

4 0 (0,0%) 1
Toplam Olgu Sayisi 76
Tablo: 27 p<0.015
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Brunt Grade Lipograniilom

0 0 (0,0%) 8
1 19 (48,7%) 39
2 16 (61,5%) 26
3 3 (100,0%) 3
Toplam Olgu Sayisi 76
Tablo:28 p<0.006
Brunt Stage Lipograniilom
0 7 (28,0%) 25
1 21 (75,0%) 28
2 5 (10,0%) 10
3 4 (12,0%) 12
4 1 (100,0%) 1
Toplam Olgu Sayisi 76
Tablo:29 p<0.007
CD68(+) Kupffer
H.si Portal
Brunt Grade Lokalizasyonu
0 3 (37,5%) 8
1 15 (38,5%) 39
2 9 (34,6%) 26
3 3 (100,0%) 3
Toplam Olgu Sayisi 76

Tablo:30 p=0.180




CD68(+)Kupffer H.si

Portal
Stage Lokalizasyonu
0 8 (32,0%) 25
1 11 (39,3%) 28
2 4 (40,0%) 10
3 6 (50,0%) 12
4 1 (100,0%) 1
Toplam Olgu Sayisi 76
Tablo:31 p=0.613
Steatoz Agregat
0 0 (0,0%) 17
1 22 (44,9%) 49
2 18 (69,2%) 26
3 10 (71,4%) 14
Toplam Olgu Sayisi 106
Tablo:32 p<0.0001
Steatoz Lipograniilom
0 0 (0,0%) 17
1 16 (32,7%) 49
2 16 (61,5%) 26
3 9 (64,3%) 14
Toplam Olgu Sayisi 106
Tablo:33 p<0.0001
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CD68(+) Kupffer
H.si Portal
Steatoz Lokalizasyonu
0 0 (0,0%) 17
1 20 (40,8%) 49
2 12 (46,2%) 26
3 2 (14,3%) 14
Toplam Olgu Sayisi 106
Tablo:34 p<0.003
SMA Yogunlugu
0-1 2-3-4
NASH 63,50% | 36,50%
Hepatosteatoz 69,20% | 30,80%
Steatozlu viral hepatit | 84,60% | 15,40%
Normal 100 % 0 %
Tablo:35 p<0.018
Brunt Modifiye SMA
Stage 1 2
0 43 (91,5%) 4 (8,5%) 47
1 26 (78,8%) 7 (21,2%) 33
2 5 (45,5%) 6 (54,5%) 11
3 2 (15,4%) 11 (84,6%) 13
4 0 (0,0%) 2 (100,0%) 2
Toplam Olgu Sayisi 106
Tablo:36 p<0.0001
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Brunt Modifiye SMA
Grade 1 2
0 25 (89,3%)| 3 (10,7%) |28
1 29 (69,0%)]13 (31,0%) (|42
2 20 (60,6%)|13 (39,4%) |33
3 2 (66,7%)] 1 (33,3%)|3
Toplam Olgu Sayisi 106
Tablo:37 P=0.092
CD68(+)Kupffer
H.si Grade’i Modifiye SMA
1 2
1 14 (73,7%)| 5 (26,3%)|19
2 23 (53,5%) (20 (46,5%)|43
3 39 (88,6%)| 5 (11,4%)|44
Toplam Olgu Sayisi 106
Tablo: 38 p<0.001
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Resim 8 : H-E, Zon 3 yaglanma, x40

Resim 9: H-E, Zon 3 yadlanma, x40
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Resim 20 : M-T, leériseIUIer ibrézs

Resim 21 : Demir boyasi,parenkimde demir birikimi x400
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Re3|m 23: CD68 Kupffer hu“c.;relerlr‘nn Iobﬁler daglllm paterm X 200
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Resim 28 : CD68, lipogranilom pate:rni x400
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Resim 29 : CD68, lipogranilom paterni x400
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Resim 32 : SMA, Perivenller ve periselller fibrozis x200
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8. SONUCLAR:

Calismamiz, Iingilizce literatirde yayinlanan NASH ve steatohepatit
olgularindaki Kupffer hicreleri ve stellat hiicrelerini inceleyen en genis olgu serisine
sahip ve en kapsamli histopatolojik incelemenin yapildigi, immunhistokimyasal bir

arastirmadir.

Olgu gruplari karsilastirildiginda, NASH’li olgularda, yaglanmanin derecesi
(p<0.0001), PMNL’lerden zengin yangisal infiltrasyon (p<0.0001) ve bag dokusunun
artimi (p<0.0001) hepatosteatozlu ve normal olgu gruplarindan belirgin bir sekilde,
daha fazla izlenmistir (Tablo11,12,18). Bu bulguyu steatozun agirlasmasi, yanginin
ve fibrozisin artmasi ile NASH gelisimi arasinda pozitif bir baglanti oldugu seklinde

yorumlayabiliriz.

NAYKH’ nda Kupffer hicrelerinin ve stellat hiicrelerin roll incelendiginde,
sayisal acidan olmasa da dagilim paternleri arasinda anlamli farkhliklar bulundu.
Oncelikle, NASH ve hepatosteatoz olgularinda Kupffer hiicrelerinin boyutlarinin
arttigini, sitoplazmalarinin yuvarlaklastigini izledik. Bu bulguyu hucrelerin aktive
oldugu seklinde yorumladik. Portal boélgede Kupffer hilicre topluluklari ise
NASH’lerde  hepatosteatozdan  fazla  izlenmekte, normal  karacigerde
bulunmamaktadir. NASH ve hepatosteatozlu olgularda Kupffer hucrelerin
boyutlarinda artma ve agregat yapma egilimi izlenmektedir. Yalnizca NASH
olgularinda izlenen patern lipogranulom yapisidir. Bu yapinin karacigerde izlenmesi

olgunun yangisal ve ilerleyici bir seyir izleyecegi seklinde yorumlanabilir.

Portal bolgede Kupffer hiicre topluluklari izlenmesi ise, Brunt grade’i arttikgca
artmaktadir. Bunun yaninda Kupffer hicre agregatlarinin varligi, NASH’lerin
yangisal infiltrasyonu ve hicre hasarini gosteren Brunt grade’i ile dodru orantil
artmaktadir (p< 0.007) (Tablo 26). Lipogranilomlarin formasyonlari ile Brunt grade’i
arasinda anlamli bir baglanti vardir (p< 0.006) ( Tablo 28). Yani bu histopatolojik
yapilar yalnizca NASH ve steatohepatit ayirici tanisinda yardimci olmamakta ayni

zamanda hucresel zarar siddeti hakkinda da direkt bilgi vermektedir.

Calismamizdan anladigimiz tzere, PMNL’lerden zengin noktasal nekrozlar,
sikhkla karaciger fonksiyon testleri normal olgularda da izlenmektedir ve NASH igin
spesifik  bir histopatolojik bulgu degildir. (hepatosteatozlu olgularda % 61.5

oraninda). Lipogranilom ise klinik gidis ile daha baglantili bir histopatolojik bulgu
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izlenimi vermektedir. Bunun yaninda Kupffer hiicre agregatlari ve lipogranilom
yapilari H-E kesitlerde rahatlikla atlanmakta, diger yangisal hicre yada endotel
proliferasyonu ile  karigabilmektedir. ~ NASH’li  olgularin daha  saglkli
degerlendiriimesi  icin olgulara konvansiyonel histokimyasal ydntem ile CD68
uygulamasi hastaligin hem tanisi, hem de prognozunun belirlenmesinde yararli

olabilir.

Olgularin  stellat hicre yogunluklarinin  karsilastiriimasinda, NASH
olgularinda, hepatosteatoz olgularina gore, yogun SMA ekspresyonu izlenmektedir.
Kontrol grubunda ise zayif boyanmaya rastlanmaktadir (p< 0.018) ( Tablo 35 ).
Yani stellat hiicre aktivasyonu NASH’te daha belirgindir. Olgulardaki bag dokusu
artimini gdsteren Brunt stage’i, SMA ekspresyonu ile direkt baglanti géstermektedir
(P<0.0001) (Tablo 36). Sonugta, NASH'teki bag dokusu artiminin primer

sorumlusunun stellat hiicreler oldugunu séyleyebiliriz.

Olgularimizdaki demir birikimini degerlendirdigimizde ise NASH olgularinin
higbirinde boyanma olmamasi ve higbir olguda eritrofagositozu gérmememiz, bu
olayin etyopatogenezinde bize karacigerde demir birikiminin yeri olmadigi izlenimini

vermektedir.

Sonug olarak, NASH gelisiminde yaglanma, noktasal nekrozlar ve fibrosizin
yogunlugu onemli histopatolojik parametrelerdir. Bu hastaligin patogenezinde,
prognozunda ve tanisinda Kupffer hicreleri 6nemli rol oynamaktadir ve bu hastarda
CD68 ile degerlendiriimeleri anlamli bilgiler verecektir. NASH’lilerde stellat hilicre
aktivasyonu ise fibrogenezde 6nemli rol oynamaktadir, demir birikiminin ise

etyopatogenezde roll yoktur.
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9.0ZET:

Nonalkolik steatohepatit (NASH), son yillarda obezite ile paralel olarak
sikligi giderek artan, karacigerde yaglanma ve kronik inflamasyon ile seyreden,

kronik bir hastaliktir. Biyopsi tani icin mutlak gerekli bir yontemdir.

NASH’in fizyopatolojisi tam olarak aydinlatlamamistir. Ancak diger
faktorlerle birlikte bazi sitokinler (TNF-a, IL -1, IL-6, IL-8, IL-10 ve TGF- B vb.)
6nemli rol oynar. Kupffer hicreleri karacigerde bulunan RES’in bir Uyesidir ve
sitokin salgilama yetenekleri vardir. NASH’te, bu hiicrelerin, salgiladiklari sitokinler
aracihgi ile inflamasyon ve fibrozis gelisiminde 6nemli rol oynamasi olasidir. Stellat
hiicreleri, sitokin ve buytime faktérl sentezi ve sekresyonu yapabilen, bag dokusu
gelisiminde 6nemli rol oynayan hicrelerdir. Kupffer htcreleri, TGF B, TNF-a ve

IL-1 gibi sitokinlerin sekresyonu ile stellat hlicreleri ve fibroblastlari aktive ederler.

Bu calismanin amaci, karaciger igne  biyopsilerinde,  NASH
etyopatogenezinde yaptiklari salgilar ve fibrogenezde énemli rol oynama ihtimali
olan Kupffer hicreleri ve stellat hiicrelerinin yogunlugunu ve dagilim paternlerini
arastirmak; NASH, hepatosteatoz ve normal karaciger dokularinda karsilastirmali
olarak, aralarindaki farkhliklari belirlemektir. Ayrica, bu biyopsileri histopatolojik
olarak CD68 ve SMA boyalari ile degerlendirerek, tani ve prognoza yardimci olacak
yeni morfolojik kriterler aramaktir. Bu amagla kurumumuzda incelenen 63 NASH'li,
13 hepatosteatozlu, 13 viral hepatit ve NASH igeren, 17 normal karaciger biyopsisi
ayrintili sekilde, histopatolojik olarak incelenmis ve gruplari immunhistokimyasal
olarak CD68 ve SMA boyalari ile boyanmis, Kupffer hicreleri ve stellat hicreler
acisindan degerlendirilmistir. Elde edilen veriler arasindaki farklar ve baglantilar

istatistiksel olarak incelenmistir.

Histopatolojik degerlendirmede, gruplar arasinda yaglanmanin derecesi,
noktasal nekroz sikligi ve bag dokusu artimi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmustur (p<0.0001). Olgulardaki Kupffer hicreleri CD68 boyasi ile
degerlendirildiginde, gruplar arasinda hicre sayisi agidan bir fark bulunamamistir,
buna ragmen lipogranilom yapilari sadece NASH grubunda izlenmistir (p<0.0001),
agregat yapilari ise, NASH ve hepatosteatozlarda izlenirken, normal karacigerlerde
saptanmamistir (p<0.0001). Ayrica lipogranulom ve agregat yapilarinin goérilme
sikhginin Brunt grade'’i ile dogru orantili olarak arttigi, yani karacigerdeki hucre

hasarinin  derecesini belirledigi izlenmigtir. Histopatolojik degerlendirmede,
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transaminazlari normal seyreden hastalarin cogunda, PMNL'lerden zengin noktasal
nekroz goéruldiginden, bu bulgunun NASH tanisina yardimci oldugu
distnidlmemektedir, ancak lipogranilom formasyonu NASH’e 6zgu bir bulgu olarak
izlenmistir. Kupffer hiicre topluluklari H-E ve CD68 boyalari ile karsilastirmali olarak
incelendiginde, CD68 boyasi ile Kupffer hiicreleri izlenen alanlar H-E kesitlerde
cogunlukla taninmamakta, mononikleer yangi ve endotel proliferasyonu ile
karigtirilabilmektedir. Sonu¢ olarak, NASH’li karaciger olgularinda taniyi
dogrulamak ve hiicre hasarinin derecesini belirlemek icin, konvansiyonel boyalar

disinda, CD68 immunhistokimyasinin da yapilmasi énerilebilir.

Brunt stageleri ile stellat hlicre aktivasyonu arasinda bulunan anlamli
baglanti (p<0.0001) da stellat hiicrelerin, NASH'de fibrozis gelisiminde primer rol
oynadidi bilgisini bir kere daha dogrulamaktadir. Olgularimizdan yalnizca 3
tanesinde izlenen demir birikimi ise, bize NASH etyopatogenezinde, bu olayin

yerinin olmadigi izlenimini vermektedir.

Sonug olarak, NASH gelisimi, histopatolojik olarak yaglanmanin, noktasal
nekrozlarin ve fibrozisin gelisimi ile direkt olarak baglantiidir. Bu hastaligin
patogenezinde, prognozunda ve tanisinda Kupffer hucreleri 6nemli rol
oynamaktadir. Bu hastalarda, biyopsi materyellerinin CD68 ile dederlendiriimeleri,
Kupffer hicreleri hakkinda anlamli bilgiler verecektir. NASH’lilerde stellat hilicre
aktivasyonu ise fibrogenezde o6nemli rol oynamaktadir. Demir birikiminin ise

etyopatogenezde roll yoktur.
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10. ABSTRACT

NASH is a chronical disease whose prevalence has recently risen in line
with obesity and which goes on with steatose and inflamation in liver. Biopsy is
mainly required method for diagnosis.

The pathophysology of NASH has not been enlightened completely.
However, with other factors, some cytokines (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 ve
TGF-B) plays an important role. Kupffer cells are the elements of RES located in
liver and have the ability of cytokine secretion. It is possible that these cells play an
important role in developing inflamation and fibrosis through cytokines they secrete
in NASH. The stellat cells are the ones which can synthesize and secrete the
cytokines and growing factor and also play an important role in developing fibrous
tissue. Kupffer cells activate the stellat cells and fibroblasts with the cytokine
secretion such as TGF 3, TNF-a and IL-1.

The aim of this work is to study the distribution patterns and intensity of
Kupffer cells and stellat cells which possibly play an important role in making secret
in NASH aetiopathogenesis and to determine the difference in normal tissue and
NAFLD (Nonalcoholic fatty liver disease) in liver needle biopsies. In eddition we will
try to find new diagnostic and prognostic histopathological markers for NASH. With
this aim, we searched histopatologigally in detail 63 NASH, 13 hepatosteatosis, 13
viral hepatitis with NASH and 17 normal liver biopsies which were examined in our
institute. Then we stained the groups immunhistochemically with CD68 and SMA
stains to detect Kupffer and stellat cell population. We examined the difference and
relation between the data statistically.

The grade of steatosis, spotty necrosis and fibrosis is statistically different
between NASH and hepatosteatosis group (p<0.0001). After studying the Kupffer
cells in case with CD68 stain, we did not find any differences in number, yet the
lipogranalom structures were only seen in NASH group. We did not find aggregate
structures in normal livers.

Furthermore, we saw that the appearance prevalance of lipogranulom and
agregat structures rose directly proportionally with the Brunt grade, that is it stated
the grade of the cell injury in liver. In hitopathologic study, since spotty necrosis
were common in most of the patients whose transaminazis are normal, it is not
believed this finding will help to diagnose NASH. On The other hand, lipogranulom
formation seem to be a special finding for NASH. Additionally, aggregates and
lipogranulomas were identified clearly with CD68 stain but coud be misdiagnosed
as , mononuclear inflammation or endothel proliferation in H-E stains. As a result
we recommend to perform the CD68 immunhistochemical as well, apart from
conventional stains in order to determine the cell injury and to confirm the diagnosis
in liver biopsy materials with NASH.

The important relation between Brunt stages and stellate cells activation
verified once more that the stellat cells play an important role in developing fibrosis
in NASH. The iron deposit seen in only 3 cases none of which were NASH.
(p<0.0001).
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Finally the grade of steatosis, spotty necrosis and fibrosis is directly related
with NASH formation. Kupffer cells play an important role in NASH pathogenesis,
prognosis and diagnosis. In these patients, when these biopsies are studied with
CD68 stain, it will provide meaningful information about Kupffer cells. In livers with
NASH, the stellat activation plays an important role in fibrogenesis. Yet, iron deposit
has no role on etyopathogenesis.
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