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OZET

Metabolik bir karaciger hastalig1 olan alkolik olmayan steatohepatis (NASH), yavas yavas
fibrozis veya siroz hatta hepatoseliiler karsinomaya kadar ilerleyebilir. NASH 1n ilerleyen
prevelansi ve etkin olmayan tedaviler farkli terapotik yaklagimlara yoneltmistir. Kolsisin
antiinflamatuar, antifibrotik ve antioksidan bir ila¢ olarak bilinir. Amacimiz Kolsisinin
asir1 fruktoz tiikketimine bagli olarak ortaya ¢ikan deneysel NASH modelindeki etkilerini
aragtirmaktir. 12 hafta boyunca sicanlara yiiksek fruktoz diyeti uygulandi. 28 adet yetiskin
disi Sprague Dawley tiirii siganlar (150-22 gr) 4 gruba ayrildi. Grup 1: (n=7) Kontrol
grubu, Grup 2: (n=7) NASH Grubu, Grup 3: (n=7) NASH+Kolsisin Grubu, Grup 4: (n=7)
Kolsisin Grubu olarak ayarlandi. Viicut agirliklari, karaciger agirliklari, kan glukoz
seviyeleri, karaciger enzimleri, ve oksidatif stres (MDA) seviyeleri Ol¢iildii. Karaciger
kesitleri histopatolojik degerlendirmeler i¢in alindi. Calismanin sonunda, NASH grubunda
karaciger histopatolojisinde steatozis, inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve fibrotik
degisiklikler gozlendi. Kolsisin ile tedavi sonrasinda inflamatuar ve fibrotik degisiklikleri
tyilestirici etkileri olabilecegi diistiniilmektedir.
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ABSTRACT

Non-alcoholic steatohepatitis(NASH) is a metabolic disorder of the liver, may gradually
progress into fibrosis or cirrhosis and even hepatocellular carcinoma. The rising prevalence
of NASH and the lack of efficient treatments have led to the exploration of different
theraputic approaches. Colchicine is known as an anti-inflammatory, anti-fibrotic and anti-
oxidant drug. Our aim is to investigate the effects of Colchicine on experimental NASH
model with overconsumption of fructose. Rats recieved fructose enriched diet for 12
weeks. 28 adult femal Sprague dawley rats (150-200g) were divided into 4 groups. Group
1: (n=7) Control Group ,Group 2: (n=7) NASH Group, Group 3: (n=7) NASH+Colchicine
Group, Group 4: (n=7) Colchicine Group. Body weight, liver weight, blood glucose levels,
liver enzymes, oxidative stress (MDA) levels were measured. Liver sections were taken for
histopathological examinations. At the end of the study, liver histopathology in NASH
group showed changes which includes steatosis, inflammatory cell infiltration, and fibrotic
changes. The inflammation and the fibrotic changes have improved After treatment with
Colchicine.
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1. GIRIS

1980 yilinda, Ludwing ve arkadaslar1 tarafindan, kronik karaciger hastali§ina sahip alkolik
karaciger hastalarinda goriilen histolojik bulgulara benzer 6zellikler gdsteren ancak alkol
kullanmadiklarini belirten 20 hasta tanimlanmustir [1]. Sonraki 30 yillik siirecte yapilan
arastirmalar NAFLD olarak tanimlanan ve diinyada kronik karaciger hastaliginin en yaygin

sebebi olarak goriilen bu durumun daha iyi anlagilmasini saglamistir [2].

Alkolik olmayan yagl karaciger hastalii (NAFLD), basit steatozdan alkolik olmayan
steatohepatite (NASH) kadar degisiklik gosterebilen, tiim diinyada yaygin olarak goriilen
bir kronik karaciger hastaligidir. NASH, alkol bagimliliginin olmadigi durumlarda,
karaciger hiicrelerinde meydana gelen ve steatoz olarak isimlendirilen anormal yag

birikimi, yiikksek oranda fibrozis ve nekroinflamasyon ile karakterize bir patolojidir [3].

Yapilan aragtirmalara gore, hepatit yayillma orani gelismis iilkelerde yetigkinler arasinda
%30 iken, bu oranin %10'dan fazlas1 alkolik olmayan steatohepatit tiiriinde ilerleyen
karaciger hasarlanmalaridir. Obez bireylerde NASH goriilme sikligiin yiiksek olmasi
nedeniyle, NASH''n abdominal obezite, Tip-2 diabetes mellitus, hipertansiyon,
hiperglisemi ve hiperlipidemi gibi metabolik sendrom ile iligkili hastaliklara eslik

edebilecegi diistiniilmektedir [4].

Giliniimiizde hareketsiz yasam tarzi, yliksek konsantrasyonlu fruktoz iceren igeceklerin ve
yiiksek yag igerikli yiyeceklerin tiiketimindeki artis gibi bazi faktorler NASH gelisimini
direkt olarak etkileyebilmektedir [5]. NASH tedavisinde diyet ve egzersiz ile yasam seklini
degistirmek disinda herhangi bir yontem bulunmamaktadir [6]. Birgok hasta tip-2 diyabet,
hiperlipidemi ve santral obezite gibi risk faktdrlerine sahip olmasina ragmen bazi kisilerde
bu tanimlanan risk faktorlerinden hig birisi yoktur. NAFLD anormal yag metabolizmasi ve
mitokondriyal hasar veya disfonksiyona neden olan ilaclar, toksinler, metabolik, cerrahi ve

genetik durumlar ile iliskilidir.

NASH patogenezinde yer alan mekanizmalar tam olarak bilinmemekle birlikte "¢ift vurus
teorisi” bu konudaki temel goriislerden biridir. Bu teoriye gore, NASH olusumu igin "ilk
vurus" hepatositlerdeki yag asitlerinin alim1 ve sentezini saglayan metabolik yolaklardaki

dengesizlik, oksidasyon ile yag asitlerinin disar1 aktariminin sonucu olarak ortaya ¢ikan



cogunlukla trigliserid formunda olan lipid birikimidir. Obezite ve tip-2 diabetes mellitus
patolojilerinde goriilen insiilin direncinin, hepatik steatoz (ilk vurus) gelisiminde rol
oynayan 6nemli faktorlerden biri oldugu diisiiniilmektedir. Insiilin direnci, hiperinsiilinemi
ve periferik lipolize sebep olmaktadir. Lipoliz serbest yag asitlerinin (FFA) sirkiilasyonunu
ve hepatositlerin yag asidi alimini arttirmaktadir. Hiperinsiilinemi ise glikolizi tetikleyerek
hepatik yag asidi sentezine neden olmaktadir. Ayrica, hiperinsiilinemi karacigerin yeniden
esterleme ve trigliserid salinim yeterliligini azaltarak hepatositlerdeki trigliserid birikimini

kolaylastirmaktadir [7, 8].

Hepatik steatoz sonucunda hepatositlerde oksidatif strese karst duyarlilik gelismektedir. Bu
durum, nekroinflammasyon aktivitesi ve fibrozis ile iligkili olarak basit steatozdan NASH
gelisimine kadar gidebilecegini diisindiirmektedir. Bu nedenle oksidatif stres "ikinci
vurus" olarak bildirilmektedir. Mitokondriyonlar, yag asidi oksidasyonunda merkezi bir
role sahiptir ve hidrojen peroksit formunda bulunan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ana
hiicresel kaynagi oldugundan mitokondriyal yag asidi oksidasyonu serbest radikallerin
olusumuna sebep olmaktadir. Oksidatif stres, ROS {iretimi ile hiicresel antioksidan
savunma sistemi arasindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. Hepatik steatoz
durumunda, smirli endojen antioksidan rezervi ve artan mitokondriyal serbest radikal
iiretimi arasindaki dengesizlik sonucu ortaya c¢ikan serbest radikaller hiicrede bulunan

lipid, protein ve DNA'ya oksidatif zarar vererek hiicre 6liimiine sebep olmaktadir [8, 9].

Oksidatif stres, steatohepatiti lipid peroksidasyonu, sitokin indiiksiyonu ve Fas ligand
indiiksiyonu olmak iizere ii¢ ana mekanizma ile tetiklemektedir. ROS, massif membran
lipoperoksidani ile dogrudan hiicresel yikimi indiiklemenin yani sira ikincil haberci olarak
timor nekroz faktor alfa (TNF-a), dontstiiriicii biiylime faktorii (transforming growth
factor beta, TGF-B) ve interlokin 8 (IL-8) gibi proinflamatuvar ve profibrogenik

sitokinlerin diizenlenmesinde gorev almaktadir [7, 8].

Kolsisin bitkilerden elde edilen bir alkaloid maddedir. Gut artriti ve Ailesel Akdeniz atesi
(FMF), Romatoid Artrit, Behget hastaligi gibi diger romatizmal hastaliklara karsi etkin bir
sekilde kullanilmaktadir [10]. Kolsisin etkisi, graniilositlerin inflamasyonlu alana gog
etmesini engelleme ve graniilositlerin metabolik ve fagositik aktivitesini azaltma temeline
dayanmaktadir. Ayrica, Kolsisin antioksidan, antiinflamatuar, antimitotik ve antifibrotik

bir ajan oldugu ve 129 farkli mikrotiibiil aracili prokollagen taginimini yavaslattigir ve



kollagenaz aktivitesini arttirdigi gosterilmistir [11, 12]. Bu ¢alismamizda, antioksidan ve
antiinflamatuar etkileri oldugu bilinen Kolsisin uygulamasinin NASH’daki etkisini

degerlendirmek amaci ile TNF-a degisimi incelenecektir.

Kismi hepatektomi ve kimyasal veya viral kaynakli karaciger hasarindan sonra artan alfa-
fetoprotein (AFP) konsantrasyonunun karacigerin eski durumuna donme siirecinde
hepatositlerin proliferasyonu ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Karaciger yenilenme
siirecinde artan AFP miktari, hepatosit proliferasyonu durduruldugu zaman azalma
gostermistir [13]. Bu nedenle calismamizda Kkolsisinin karaciger tizerindeki etkisini

incelemek amaci ile AFP, hepatosit yenilenme-rejenerasyon belirteci olarak kullanilmistir.

Fruktoz, trigliseridlerin ve serbest yag asitlerinin hepatik dokularda ve kan dolagimindaki
birikimi tetikleyen ve insiilin direncine neden olan lipojenik bir seker molekiiliidiir [14].
Hepatik dislipidemi ve insiilin direnci ile ilgili arastirmalarda kullanilan modellerin
olusumunda fruktoz tercih edilmektedir. Yiiksek fruktoz icerikli yiyecek ve igecek tiiketimi
metabolik sendrom, obezite ve NASH riskini artirmaktadir. Sicanlarda uygulanan fruktoz
icerigi yiiksek diyet sonucunda alkole bagli olmayan karaciger hastalik modeli
olusturulmus ve etkileri gozlemlenmistir. Viicut agirliginda, abdominal bolgede, kan
glukoz diizeyinde ve hepatik indikatorlerde artis oldugu, HDL’de azalma oldugu
belirtilmistir. Karaciger histopatolojisi degerlendirildiginde ise, inflamatuar hiicre
inflamasyonu, mikro ve makrovezikiiler yaglanma ile fibrozis gosterilmistir [15].
Calismamizda, deneysel NASH modeli olusturmak icin deney hayvanlarma 12 hafta
boyunca %10 fruktoz i¢eren igme suyu verilmistir [16].

Bu bilgiler 1s1ginda ¢alismamizin amaci, kolsisinin antiinflamatuvar, antioksidan ve
antifibrotik etkilerini g6z oniinde bulundurarak deneysel olarak NASH olusturulan sicanlar
iizerinde olusabilecek karaciger hasari iizerinde Kolsisinin etkisini arastirmak ve bu

baglamda klinik uygulamalara destek vermesine katkida bulunmasini saglamaktir.






2. GENEL BiGIiLER
2.1. Karacigerin Embriyolojisi

Karaciger tli¢lincii haftanin ortalarinda, 6n bagirsagin distal ucunda endodermal kalinlagsma
sonucu ortaya ¢ikan bir ¢ikintidan gelisir. Bu ¢ikinti, hepatik divertikulum ya da karaciger
tomurcugu olarak da bilinmektedir [17]. Septum transversumu penetre ederek ¢ogalan
hiicrelerden olusur [18, 19]. Bu hiicrelerin hizla ¢ogalmasi sonucu hepatik divertikulum ile
duodenum arasinda kalan alan daralarak safra kanallarin1 olusturur. Bu kanallardan koken

alan ventral ¢ikint1 safra kesesi ve duktus sistikusu meydana getirir [17].

Gelisimin ilerleyen donemlerinde, epitelyal karaciger kordonlarmin vitellin ve umblikal
venler ile karigmasi sonucu hepatik siniizoidler meydana gelmektedir. Septum transversum
mezoderminden ise karacigerin hematopoietik dokusu, Kupffer hiicreleri ve bag dokusu

hiicreleri gelisir [17, 20].

Karaciger hiicreleri ¢ogalarak septum transversumun tamamini kapladiginda organ karin
bosluguna dogru biyiir [17]. Karacigerle duodenum ve karacigerle karmm 6n duvari
arasinda uzanan septum transversum mezodermi membrandz duruma gelerek sirasiyla
omentum minus ve ligamentum falciforme’yi olusturur. Bu iki olusum birlikte ventral

mezogastrium olarak bilinen peritoneal baglantiy1 olustururlar [18, 20, 21].

Karaciger gestasyonun besinci haftasindan altinct haftasina dogru hizli bir sekilde biiytir.
Altinc1 haftada baslayan hematopoezis ve yiiksek siniizoid igerigi nedeniyle dokuzuncu
haftaya gelindiginde karaciger agirlig: fetiisiin toplam viicut agirliginin %10’u kadar olur.
Bu siirecte, karacigerde hepatositler ve damar duvarlar1 arasinda 16kosit ve eritrosit onciil
hiicrelerinin iiretildigi hiicre cogalmalari ile karakterizedir [22]. Intrauterin yasamin son iKi
ay1 boyunca hematopoietik aktivite yavas yavas azalir ve dogumda sadece birkag kiigiik
hematopoietik adacik kalir. Bu donemde, karaciger agirligi toplam viicut agirligiin

yaklasik %5’1 kadardir [19].

Gelisimin on ikinci haftasinda karaciger hiicreleri safra iiretmeye baslar. Hepatositlerde
baslayan safra iiretimi ductus sistikus ile barsaga verilir. Ductus sistikus hepatik kanal ile

birlesmesi sonucunda safra gastrointestinal yolaga girebilir. Sonug¢ olarak, icerigi koyu



yesil bir renk alir [19, 20]. Duodenumun pozisyonunda meydana gelen degisiklikler
sonucunda safra kanalinin girisi baglangigtaki anterior pozisyondan posterior pozisyona

dogru yon degistirir ve sonug olarak safra kanali duodenumun arkasindan geger [17, 18,

21].

Karaciger gelisiminin molekiiler diizenlenimi

Karacigere 6zgii genleri ifade edebilme ve karaciger dokusuna doniisebilme yetenegi 6n
bagirsak endoderminde var olan bir potansiyeldir. Bu durum ¢evrede bulunan ektoderm,
kardiyak olmayan mezoderm ve 6zellikle notokord tarafindan iiretilen faktorlerce inhibe
edilir. Bu inhibitorlerin etkisi de kardiak mezoderm tarafindan iiretilen fibroblast biiylime

faktorii (FGF-2) tarafindan inhibe edildiginde karaciger gelisimi baglar.

Kardiyak mezoderm, komsu endotel hiicreleri ile birlikte, bu genlerin inhibe edici
faktoriinii engelleyerek, bagirsak endodermini karacigere spesifik genleri ifade etmek i¢in
yonlendirir. Bu komutlara katilan diger faktorler arasinda septum transversum tarafindan
salinan kemik morfogenetik proteinlerde (BMP) bulunmaktadir. BMP’ler, FGF-2’nin
karaciger endodermi tizerindeki etkisini artirmaktadir. Bu molekiiller ile beraber hepatosit
niikleer transkripsiyon faktorlerinin (HNF) de kontrolii altinda, karaciger hiicreleri

hepatositlere farklanmaya baglarlar [20].

2.2. Karaciger Anatomisi

Karaciger, abdominal boslukta regio hypochondriaca dextra ve regio epigastrica’da
bulunur. Erigkinlerde 1200 - 1600 gr agirhigindadir. Karaciger bag dokusundan yapilmis
kuvvetli bir fibroz kapsiil ile ¢evrelenmistir. Diaphragma alt yiiziine gevsek bag dokusu ile
tutunan karaciger, karin i¢i organlarin lizerinde yer alir. Karacigerin diyafragmaya bakan
facies diaphragmatica, i¢ organlara bakan facies visceralis adli iki yiizii vardir. Facies
diaphragmatica’nin iist kismina pars superior denilir. Burada impressio cardiaca denilen
hafif cukurluk bulunur. Pars dextra, bu yiiziin peritonla ortiilii sag kismidir. Diafragmatik
yiliziin 6n bolimi pars anterior, arka tarafi ise pars posterior olarak adlandirilir. Pars
superior ile pars posterior’da area nuda denilen periton icermeyen bir alan vardir. Pars
posterior’un sag tarafinda sulcus venae cavae bulunur. Sulcus venae cavae’nin 2 - 3 cm

solunda fissura ligamenti venosi gozlenir. Burada ductus venosus’un kapanmasiyla olusan



lig. venosum yer alir. Bu yiizdeki en belirgin ¢ukurluk fossa vesicae biliaris (fossa vesicae
fellea) denilen ve vesicae biliaris’in yerlestigi boliimdiir. Bu yiizde ayrica lig. teres hepatis
ve bu ligamentin oturdugu fissura ligamenti teretis bulunur. Facies visceralis’in ortasinda
porta hepatis denilen damar ve sinirlerin girip ¢iktigi genis bir gegit bulunur. Porta

hepatis’in solunda tuber omentale ad1 verilen kabart1 bulunur.

Facies diaphragmatica ve facies visceralis’in kesistigi kenara margo inferior denilir.
Karacigerin lobus hepatis dexter ve lobus hepatis sinister olmak iizere iki biiylik, visseral
yiizde de lobus caudatus ve lobus quadratus olmak ftizere iki kiigiik lobu vardir. Lobus
caudatus ve lobus quadratus lobus hepatis dexter’e aittir. Lobus caudatus sagda sulcus
venae cavae, solda fissura ligamenti venosi ve altta porta hepatis ile sinirlanmistir. Lobus
quadratus sagda fossa vesicae biliaris, solda fissura ligamenti teretis ve arkada porta
hepatis ile siirlidir. Lobus hepatis dexter ile lobus hepatis sinister’i diafragmatik yiizde
lig. falciforme hepatis, visseral yiizde ise fissura ligamenti teretis ve fissura ligamenti
venosi birbirinden ayirir. Karaciger sag lobu visseral yiiziinde arkadan 6ne dogru impressio
suprarenalis, impressio renalis, impressio duodenalis ve impressio colica denilen ve sag
bobrekiistii bezi, sag bobrek, duodenum ve flexura coli dextra’nin oturdugu izler yer alir.
Sol lob visseral yiiziinde ise igten diga dogru impressio oesophageale ve impressio gastrica

denilen 6zefagus alt ucu ve mideye ait izler bulunur.

Karacigerin diafragmatik yiizii area nuda denilen kii¢iik bir alan ve ligamentum falciforme
hepatis’in yapistig1 yer disinda, tamami periton ile oOrtiiliidiir. Visseral yiizii ise fissura ve

fossa’larin bulundugu bolgeler disinda, her tarafi periton ile ortiiltidiir.

Karacigeri yerinde tutan periton baglari vardir. Ligamentum coronarium olarak bilinen
bag, karacigeri diyafragmaya sabitler. Bu bagi lig. falciforme, lig. triangulare dextrum, lig.

triangulare sinistrum ve lig. hepatorenale olusturur.

Karaciger’in disar1 almmasi gerekiyorsa, karaciger iist yiiziinde bulunan lig. falciforme
hepatis, lig. coronarium ve ligamenta triangulare karin 6n duvari ve diaphragma’ya
tutunduklar1 yerlerden kesilir. Daha sonra vena cava inferior, diaphragma’y1 delip gectigi
noktada kesilmelidir. Son olarak porta hepatis’te karacigere giren ve ¢ikan yapilar,

karacigere en yakin yerlerinden kesilir ve karaciger digar1 alinir [23].



2.3. Karaciger Histolojisi

Karaciger, yogun ve diizensiz siki bag dokusu kapsiil (Glisson kapsiilii, capsula fibrosa) ile
cevrelenmis olup periton ile kaplidir. Glisson kapsiiliinden karaciger igerisine giren ince
bag doku olusumlar1 organi lob ve lobiillere ayirir. Kan ve lenf damarlari, sinirler ve safra

kanallar1 bu ince bag dokusu iginde ilerler [24, 25].

Karaciger lobiilleri, 1s1nsal tarzda diizenlenim gosteren hepatosit kordonlart ile sintizoidleri
icerir. Karacigerde klasik lobiil, portal lobiil ve karaciger asiniisii olmak iizere islevsel
olarak farkli ti¢ lobiil yapisi tammmlanmastir [26]. Klasik karaciger lobiiliinde, v. centralis
merkezde yerlesim gosterirken, portal tiggen koselerde yer almaktadir. Hepatosit
kordonlar1 arasinda, v. centralisten lobiil ¢evresine dogru siniizoidler uzanir. Bu geometrik
organizasyon sinirlayici perilobuler bag dokusunun fazla bulunmamasindan dolay1
insanlarda zayif olarak tanimlanmistir. Portal alanlar ise v. porta, a. hepatica ve bir safra

kanal1 dalin1 igeren gevsek, stromal bag dokusu yapisindadir. [26, 27].

Portal alanin kenarlarinda, stroma ile hepatositlerin arasindaki bag dokusunda periportal

alan (=Mall alan1) adinda kiiciik bir alan bulunmaktadir. Bu alan karacigerde lenfin orjin

aldig1 yerlerden birisidir [26, 28].

Portal lobiil merkezi portal alan olmak tlizere sanal bir ¢izgi ile ¢evresindeki komsu
lobiillerin v. centralislerini birlestiren licgen seklinde prizmalardan olusur. Portal lobiilde

safra ¢evreden merkeze, kan ise merkezden gevreye dogru akmaktadir. [24, 26].

Hepatik asiniis (Rappaport’un asiniisii) olarak bilinen elmas sekilli yapilanma ise kan
akigina ve bunun sonucunda hepatositlerdeki toksik veya hipoksik etkenler sonrasindaki
degisiklikleri aciklamaya yoneliktir. Merkezde bir dagitici arteri ¢evreleyen li¢c es merkezli
hepatik parankim bolgesi tanimlanir. En dis tabaka olan ve santral venden en uzakta
bulunan alan zon 3 olarak isimlendirilir. Bu zon digerleri ile karsilagtirildiginda oksijen
bakimindan en fakir olan bolgedir. Asiniisiin en i¢ bolgesinde olan ve oksijen bakimindan

en zengin olan bolge zon 1 iken, ortadaki bolge 2. bolgedir. [24, 25].

Zonlar, hepatik hiicrelerin vaskiiler perfiizyon derecesine veya durumuna gore

karacigerdeki dejenerasyon, rejenerasyon ve spesifik toksik etkilerin tanimlanmasinda ve



degerlendirilmesinde 6nemlidir. Zon 1’deki hiicreler siniizoidal kandan gelen oksijenin,
besinlerin ve toksik maddelerin alinmasinda diger zonlardaki hiicrelere gore ilk siradadir.
Bu zondaki hiicreler, safra kanali tikanmasindan sonra meydana gelen yapisal
degisikliklerin ilk goriildiigli hiicrelerdir. Ayrica bu zondaki hiicreler dolasimda bir hasar
meydana geldiginde en son Olen hiicrelerken, rejenerasyonun gergeklestigi ilk hiicrelerdir.
Zon 3’deki hiicreler perfiizyonun azaldigi durumlarda iskemik nekrozun ilk goriildiigi
hiicrelerdir. Yag birikimi ilk bu zondaki hiicrelerde goriilmeye baglar. 3. Zonda bulunan
hiicreler toksik maddelere ve safra kanali ttkanmalarina en son yanit veren hiicrelerdir. Zon

2’deki hiicrelerin yanitlari ise zon 1 ile zon 3’deki hiicrelere gore orta diizeydedir [26].

Anastomazlasan hepatosit tabakalar1 7 yasina kadar iki siradan daha kalin olmazken,
sonrasinda tek hiicre kalinligin1 gegmeyen bu hiicreler. v. centralisten klasik lobiiliin
cevresine yayilir. Hepatosit tabakalar1 arasindaki bosluklarda hepatik siniizoidler bulunur.
Bu genis damarlara akan kanin hepatositler ile olan temasi, siniizoidal sinirlayict
hiicrelerden olusan endotelyal sinir ile engellenmistir. Siniizoid endotelyumu, genis bir
alanda bulunmayan kesintili bir bazal laminaya sahiptir. Endotelyumun kesintili oldugu iki

sekilde gosterilmistir;

e 0,5 mm’den az capta diyaframi olmayan genis fenestralarin delikli (veya elek) tabaka
(sieve plate) olarak bilinen endotelyal hiicrelerin arasindaki varligi [24, 27].

e Komsu endotelyal hiicreler arasindaki genis bosluklarin varligi [26].

Hepatik siniizoidler, diger sintizoidlerden duvarlarindaki ikinci bir hiicre tipi olan Kupffer
hiicresini (stellat siniizoidal makrofaj) igermesi nedeni ile farklidir. Kupffer hiicreleri
monositlerden koken alir ve mononiikleer fagositik sistemin bir {yesidir. Komsu
endotelyal hiicreleri ile baglanti kurmazlar. Kupffer hiicrelerinin uzantilar1 siklikla
sinlizoidal limeni asar ve kismen kapatir [24, 26]. Kupffer hiicrelerinin fagozomlari
endositoz edilmis partikiiler maddeleri, hiicresel debrisleri ve bu hiicreler tarafindan
oldiiriilmiis eritrositleri icerir. Kupffer hiicrelerinin elektron mikrograflarinda ¢ok sayida
filopodia benzeri ¢ikinti, mitokondriyon, graniillii endoplazma retikulumu (GER), kiiciik
bir Golgi aygit1 ve bol miktarda lizozom ile ge¢ endozom izlenir. Bu hiicrelerin komsu
hiicreler ile hiicreler aras1 baglanti yapmamalarindan dolay1r hareketli olduklar

diistintilmektedir [27].
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Perisiniizoidal aralik (=Disse aralig1), hepatositlerin bazal yiizeyleri ile sintizoidleri
doseyen endotelyal hiicrelerinin ve Kupffer hiicrelerin bazal yiizeyleri arasinda uzanir.
Hepatositlerin bazal yiizeyinde bu araliga dogru uzanan kiigiik ve diizensiz mikrovilluslar
bulunur.  Mikrovilluslar, hepatosit ile plazma arasindaki madde degisiminin
gerceklesebilmesi i¢in ylizey alanini artirir. Buna ragmen perisiniizoidal aralikta tip - 3
kollagen liflerin yani sira sinirh sayidaki tip -1 ve tip- 4 kollagen lifler de siniizoidi
destekler. Perisiniizoidal aralikta bulunan bir diger hiicre tipi ise hepatik stellat hiicresidir
ve cogunlukla Ito hiicresi olarak isimlendirilir. Hepatik stellat hiicresinin A vitamini
depolanmasinda, tip-3 kollagen sentezinde ve Disse araligina salinmasinda, yeni
hepatositlerin iiretiminde ve biiyiime faktdrlerinin salgilanmasinda gorev aldig

diistintilmektedir [24, 25, 28].

Hepatik lenf s1visi, perisiniizoidal araliktan salinir. Perisiniizoidal aralikta bulunan plazma
periportal bag dokusuna drene olur. Bu toplama bdlgesinden sonra sivi, portal triadin diger
elemanlari ile birlikte seyreden lenfatik kapillerlere girer. Lenf gittik¢e biiyliyen damarlarin
icinde, hepatositlerin seviyesinden portal kanallara dogru ilerler ve karaciger hilusuna
dogru akan saftra ile birlikte ayn1 yonde hareket eder. Hepatik lenfin yaklagik %80°i bu
yolu takip ederek ductus thoracicus lenfinin biiyilk bir boliimiinii olusturup bu kanala

direne olur [26].

Hepatositler, karaciger lobiiliiniin anastomozlasan hiicre kordonlarini meydana getirir.
Hepatositler biiyiik ve poligonal hiicrelerdir ve her diizlemde 20 ila 30 pm o6lgiilerindedir.
Karacigerdeki hiicre popiilasyonunun yaklasik %80’ini olustururlar. Bu hiicreler karaciger
lobiillerindeki yerlesimlerine bagli olarak yapisal o6zellikleri bakimindan ¢esitlilik
gosterirler [24, 26]. Hepatositlerin yaklagik %75’inin bir, kalanlarin iki ¢ekirdegi vardir.
Cekirdegin boyutu degiskendir, en kiiciikleri diploid en biiyiikleri poliploid olmaktadir
[26].

Hepatositlerin bazolateral ve apikal olmak {izere iki farkli hiicresel yiizii vardir. Bazolateral
yiizde bolca mikrovillus bulunur ve Disse araligina bakar. Plazma proteinlerinin
sekresyonu ve kanla taginan maddelerin emilimi bazolateral yiiz tarafindan gergeklesir.
Apikal yiiz safra kanalikiillerini ve safra sizintisin1 6nlemek adina mikrovillusler tarafindan

ortilmiis tikayici baglanti birimlerini igerir [27].
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Hepatosit sitoplazmasi genellikle asidofiliktir. Rutin ve 6zel boyama teknikleri ile spesifik

sitoplazmik yapilar tanimlanabilir. Bunlarin i¢inde;

e Plazma proteinlerin sentezinden sorumlu GER igeren bazofilik bdlgeler

e Vital boyama veya enzim histokimyas1 teknikleri ile her hiicre basina 800 ila 1000
mitokondriyon.

e Her hiicrede spesifik boyama ile gozlenebilen ¢oklu kiigiik Golgi kompleksleri
Hepatositlerdeki biiyiik Golgi aygitlarinda 50 kadar Golgi unitesi bulunmaktadir.
Golgi aparatinin yapilar safra kanalikiillerine yakin yerde yogunlasmistir ve safranin
salgilanmasi ile iligkilidir. Hiicrenin siniizoidal yiizeyine yakin Golgi sisternalar1 ve
vezikiilleri elektronca yogun 25 ile 80 nm ¢apinda graniiller icermektedir.

e Immiinohistokimyasal teknikleri ile biiyiik miktarlarda peroksizomlar saptanur.
Peroksizomlarda bulunan katalaz enzimi hidrojen peroksiti oksijen ve suya indirger.

e Hepatositlerdeki graniilsiiz endoplazma retikulumu, kolesterol ve lipoproteinin lipit
boliimiinlin sentezlenmesinden sorumlu enzimlerin yani sira toksinlerin ve ilaglarin

pargalanmasina ve konjugasyonuna katilan enzimleri igerir [24-26, 29].

Hepatositler lipit damlaciklar1 ve glikojen yapisinda, degisik miktarlarda inkliizyonlar
icerir. Lipit damlaciklar1 daha ¢ok disiik yogunluklu lipoproteinlerdir (low density
lipoproteins, VLDLs). Glikojenler, graniilsiiz endoplazma retikulumu yakinlarinda £
partikiil olarak bilinen 20 ila 30 nm boyutunda elektron yogun graniillerin birikimi seklinde
goriiliir. Portal alana yakin bolgedeki karaciger hiicreleri graniilsiiz endoplazma retikulumu
tarafindan kusatilmis biliylik B partikiil kiimeleri ile c¢evrelenmistir. Buna karsilik

perisantral hepatositlerde yaygin glikojen goriiliir [24].

Hepatositlerin yasam siireleri yaklasik 150 giindiir. Eger hepatotoksik ilaglar kullanilirsa
veya karacigerin bir kismi ¢ikarilirsa hepatositler ¢ogalarak karacigerin normal yapisina ve
onceki boyutuna yeniden kavusmasini saglar. Yenilenmenin mekanizmasi doniistiiriicti
bliyiime faktorii alfa (transforming growth factor-a, TGF-a), TGF-pB, epidermal biiylime
faktorii, interlokin-6 (IL-6) ve hepatosit biiylime faktorii tarafindan kontrol edilmektedir.
Bu faktorlerin bir¢ogu Disse aralifinda bulunan hepatik stellat hiicresi (Ito hiicresi)
tarafindan salgilanir. Bir¢ok durumda yenilenme hepatositlerin kendisini replike edebilme

yeteneklerinden ileri gelmektedir. Eger hepatosit hasar1 c¢ok biiyiikse karacigerdeki
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yenilenme, kolanjioldeki ve herring kanalindaki oval hiicrelerin mitotik aktivitelerine

baglidir [26].

2.4. Karacigerin Fizyolojisi

Karaciger abdominal kavitede bulunan ve sindirim sistemi ile yakindan iligkili olan
viicudumuzun biiyiik bir organidir. Karacigerde gergeklesen metabolik islevler viicut i¢in
cok Oonemlidir. Viicut igin gerekli olan birgok substratin yani glukoz, aminoasit ve plazma
proteinlerin depolanmasi ve lretilmesinde karaciger gorev alir. Karacigerde yliriitiilen

fonksiyonlara ornek olarak detoksifikasyon ve atik triinlerin uzaklastirilmas: verilebilir

[30].

Karacigerde karbonhidrat metabolizmasi

Viicudumuz i¢in énemli bir enerji kaynagi olan glukozun kandaki konsantrasyon degerleri
karacigerdeki mekanizmalar tarafindan diizenlenir. Bunlara glikozun glikojen seklinde
depolanmasi, fruktoz ve galaktozun glikoza g¢evrilmesi ve glikoneogenezis drnek olarak
verilebilir. Ihtiyag halinde glikoz {iretimi karaciferde 2 mekanizma tarafindan
gerceklestirilir. Bunlardan ilki glikoneogenezis digeri ise glikojenogenezis’dir. Viicutta
glikoz seviyesi diistiigii zaman karacigerde glikojenden glikoz sentezi gergeklesir ve glikoz
kana verilir. Bu olaya glikoneogenezis denir. Aminoasit, yag ve karbonhidratlardan
glikoneogenezis ile glikoz sentezi yapilir [31]. Yemek ile alinan glikoz sindirim sistemi
tarafindan absorbe edilince pankreasdaki insiilin sekresyonunu uyarir. Karhonhidrat
metabolizmasinin  kontroliinde insiilin 6nemli bir hormondur. Insiilin reseptdrleri

uyarildiginda kas ve yag dokusuna glikoz alimini insiilin tarafindan artirilir [32].

Karacigerde yag metabolizmasi

Viicudumuzda yag metabolizmasi her hiicrede gergeklesmesine ragmen sadece karacigere

0zgii birkag fonksiyon tanimlanir. Bunlar;

1. Trigliseritlerden oksidasyon ile enerji iiretimi gerceklesir. Triglisertiler (TG) 1 gliserol
ve 3 yag asidinden olusur. TG sentezi karacigerde endoplazmik retikulumun
sitoplazmik ylizeyinde gergeklesir. TG hidrolizi ile agiga cikan yag asitleri enerji

kaynagi olarak kullanilir. Yag asitleri beta oksidasyon ile son {iriin olan asetil CoA’y1
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olustururlar. Asetil CoA kolestrol, steroid ve yag asitlerinin sentezi i¢in birincil kaynagi
olusturur [33].
2. Kolesterol, fosfolipid ve lipoproteinlerin iiretimi karacigerde gergeklesir.

3. Karbonhidrat ve proteinlerden yag asitleri ve trigliserit sentezi gerceklesir.

Enerji durumuna bagh olarak karaciger i¢indeki yag asitleri ya TG olarak depolanir ya da
enerji  depolanmasma  katkida  bulunmayan, hepatositlerin  mitokondri  veya
peroksizomlarinda  B-oksidasyona ugrarlar. Yag asitleri enerji lretmek igin
kullanilmadiginda depolanma igin trigliseritlere doniistiiriiliir veya VLDL ile dolagimlara
taginir. VLDL iiretimi i¢in temel yag asitleri kaynag1 yag dokusu i¢indeki lipolizden gelir.
Karacigerin VLDL partikiillerini bir araya getirip salgilamasi hepatik lipid stabilitesini
onemli olgiide etkiler [31, 34].

Karacigerde protein metabolizmasi

Karacigerde  albiimin, transferrin, haptoglobulin  gibi  proteinlerin  sentezi
gerceklesmektedir. Hemen hemen biitlin plazma proteinleri (%90) karacigerde
sentezlenirken geriye kalan kismi (%10) lenfatik dokularda iiretilir. Aminoasitlerin
ozellikle esansiyel olmayan amino asitlerin hepsi karacigerde sentez edilir. ilk asama
olarak keto asit sentezlenir sonrasinda transaminasyon ile bir amino asidin amino grubu bir
keto aside tasinir. Buna transaminasyon denir. Deaminasyon ile toksik madde olan

amonyak karacigerde tireye ¢evrilir [31].

Safra, karacigerdeki hepatositlerde sentezlenir ve Once safra kanalina oradan da
duedonuma bosalir, hepatositlerin apikal membranlarindan safra kanalikiililerine gecerek
aktif olarak baska bir yere taginabilir. Safra, yapisi itibariyle bir misel soliisyondur ve
iceriginde safra asiti, fosfatidilkolin ve kolesterol bulundurur. Safra asitleri hepatositlerde
kolesterol metabolitlerin son iirlinlerinden sentezlenir. Kolesterol birgok enzimin islevi
sayesinde son iiriin olan safra asidine doniistiiriiliir. Safra icerigindeki ¢oziinen maddeler
sayesinde elektrolitler ve su birlikte kanalikiilileri olusturan iki hepatosit arasindaki siki
baglantilar1 asarak geger. Safra igerigi biliyer kanallardan gecerken degisebilir. Agza alinan
ilk besinle beraber duedonumdaki sfinkter gevser, mideden gastrik igerikler de duedonuma
dogru bosalinca intestinal mukozada bulunan kolesistokinin hormonu (CCK) safra

kesesinin kasilmasina yol acgar. Karaciger potansiyel olarak toksik bir madde olan
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bilirubinin viicuttan atilimi ile gorevlidir. Bilirubin hemoglobinin yapisindaki hem
grubunun dalakta retikuloendotelyal sistem tarafindan par¢alanmasi sonucu agiga cikar.

Bilirubin karacigere Disse araligindan girer [30, 35].

Safra igeriginin belirleyici etmeni safra tuzlarmin oramidir ve bunlar enterohepatik
sirkiilasyon ile geri donen safra tuzlarinin konsantrasyonu ile kontrol edilirler.
Gastrointestinal hormonlar olan sekretin, kolesistokinin ve glukogon safra hacmini ve

safraya inorganik iyon salinimini artirir [36].

Karaciger bazi1 vitaminleri depo edebilir. Karacigerde 6zellikle A vitaminin depolanmasi
onemlidir. Buna ilaveten B ve D vitaminleri de depo edilmektedir. Demirin depo sekli olan
ferritin karacigerde depolanir. Viicutta demir miktar1 arttig1 zaman demir apoferritin ile
birleserek hepatositlerde depolanir. Buna ek olarak viicuttaki demir seviyesi diistiigii
zaman ferritin demiri serbest birakir. Viicuttaki bu denge karacigerde kan demirinin
tamponlanmasi ile miimkiindiir. Karaciger kanin pihtilagmasinda gorev alan faktorlerin
sentezlenmesinde gorev alir. Bunlar fibrinojen, protrombin, faktdr VII gibi koagiilasyon

faktorlerdir [31].

Karaciger ekzojen ve endojen kimyasallari, yabanci molekiilleri zehirsizlestirebilir ve
biyolojik olarak degisime ugratabilir. Metabolik detoksifikasyon adi verilen bu islem
potansiyel olarak toksik maddelerin bagirsak veya bobrek tiibiillerin yeniden emilimini
azaltir ve bagirsak ve bobrek atilimlarini kolaylastirir. Bu sekilde alkol, barbitiiratlar,
amfetaminler, steroidler ve Ostrojen, aldosteron, antidiiiretik hormon ve testosteron gibi

hormonlar metabolize veya detoksifiye edilirek, asir1 birikim ve yan etkileri dnlenir [34].

Karacigerin sintizoidlerindeki Kupffer hiicreleri portal kandaki bakterileri ve yabanci
parcaciklar1 uzaklastirir. Karaciger tim vendz kani bagirsak ve pankreastan aldigi igin
Kupffer hiicreleri zararli bagirsak bakterilerinin yok edilmesinde ve enfeksiyonlarin

onlenmesinde 6nemli bir rol oynar [29, 34].
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2.5. Alkolik Olmayan Steatohepatit (NASH)

2.5.1. Tarihi ve tanim

1980 yilinda, Ludwing ve arkadaglar1 tarafindan, kronik karaciger hastaligina sahip alkolik
karaciger hastalarinda goriilen histolojik bulgulara benzer 6zellikler gosteren ancak alkol
kullanmadiklarini belirten 20 hasta tanimlanmistir [1]. Sonrasinda sebebi bilinmeyen bu
durumu belirtmek igin alkolik olmayan terimi kullanmilmistir. Bu hasta grubunda biri
disinda tiim hastalarin asir1 kilolu veya obez oldugu goézlemlenmistir. Sonraki 30 yillik
sirecte yapilan aragtirmalar NAFLD olarak tanimlanan ve diinyada kronik karaciger

hastaliginin en yaygin sebebi olarak goriilen bu durumun daha iyi anlasilmasini saglamistir

2]

NAFLD, alkol tiikketmeyen ve kronik karaciger hastaliklarinin bilinen sebeplerinden viral
hepatitis B/C (HBV/HCV), otoimmiin hastaliklar (otoimmiin hepatitis (AIH), primer
sklerozan kolanjit (PSC), primer biliyer siroz), genetik hastaliklar (hemokromatozis,
Wilson hastaligi, alfa-1 antitripsin (A1AT)), ilagla indiiklenen karaciger hastaliklarini
iceren genis spekturumlu karaciger patolojilerini kapsar [37]. Agresif bir NAFLD g¢esidi
olan NASH ise histolojik olarak %5’ten fazla makrovezikiiler steatoz, nekroinflamasyon,
hepatositlerde balonlasma goriilen, fibrozisin oldugu veya olmadigi; ayrica karaciger

iliskili 6liim ve hepatoseliiler karsinoma riski yiiksek siroz ile sonlanabilen tek bir hastalig
ifade eder [38].

NAFLD hastalarinin %90’1inda basit steatoz vardir bu nedenle mortalitede bir artis
goriilmez [37, 39]. Bu hastalarin yaklasik olarak %10-30’unda hepatoselliiler hasar ve
inflamasyon ile iligkili NASH goriiliir. NASH goriilen hastalarin %25-40’inda ilerleyen

fibrozis, siroz ve karaciger hastaliklarinin son evresi gelisir [40, 41].

2.5.2. NASH histopatolojisi

NASH’1n histopatolojik 6zelligi genellikle periveniiler alanlar1 (asiner zon 3) etkileyen
makrovezikiiler steatozdur. Siddetli vakalarda bu steatoz tiim zonlara ilerleyebilir.
Karacigerin 151k mikroskobunda yaglanma yoniinden normal olarak degerlendirilmesi i¢in
belirlenen net bir yag vakuol sayisi yoktur, fakat hepatositlerin %5’inden daha azim

icerdiginde normal kabul edilmesi 6nerilmektedir [40]. Hepatik steatoza, nekroinflamasyon
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eslik ettigi zaman NASH teshisi konulabilir. NASH’ta goriilen nekroinflamasyon ve
hepatoselliiler hasarin en karakteristik 6zelligi, ara sira Mallory hiyalin cisimcik olusumu
ile iliskili olan hepatoseliiler balonlagmadir. NASH’ta goriilen Mallory cisimcikleri ¢cogu
kez kiicik ve zayif olusumlardir. Bu histolojik yapilar1 tespit etmek icin
immiinohistokimyasal tekniklerin uygulanmasi gerekmektedir [42, 43]. Lobiiler
inflamasyon, nétrofillerin, lenfositlerin ve makrofajlarin karisik olarak infiltrasyonu olarak
tanimlanir. Fibrozis, bazen steatohepatitin belirleyici bir 6zelligi olarak diisiiniiliir ve
yaygin olarak hastaligin evresini belirlemek i¢in kullanilmaktadir. NASH’ 1 tipik fibrozis
bulgusu perisiniizodial ve/veya periseliiler dagilimdir. Zamanla fibrozisin en siddetli formu
olan kopriileyici fibrozis gelisebilir ve bazi hastalarda bu fibrozis siroza ilerlemektedir.
Siroz gelistikten sonra, steatohepatit bulgulari genellikle daha az dikkat ceker hale
gelmektedir [44].

Brunt ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen NASH'!n puanlama sistemi genis capta kabul
gormiistiir. Steatoz lezyonlarini ve nekroinflamasyonu “derece” olarak, fibrozisin

lezyonlarini ise “evre” olarak birlestirir [38].

Cizelge 2.1. Brunt'a gore NASH'da histopatolojik lezyonlarin derecelendirilmesi ve
evrelemesi [38].

Nekroinflamatuar Evreleme

Evre 1; Hafif
Steatoz (agirlikli olarak makrovezikiiler) biyopsinin %66’sm1 igerir; zon 3’te balonlagmis
hepatositler goriilebilir. Intraasiner polimorfoniikleer hiicreler ve lenfositler bulundurulabilir.

Evre 2; Orta

Herhangi bir derecede steatoz, hepatositlerde belirgin balonlagma (agirliklt

zon 3’te), intraasiner polimorfoniikleer hiicreler goriiliir, zon 3 periselliiler fibrozis ile iliski
olabilir; portal ve intraasiner kronik inflamasyon hafiften orta siddete dogrudur.

Evre 3; Siddetli
Panasiner steatoz; belirgin balonlasma ve bozulma, agirlikli olarak zon 3’tedir. Hepatositlerde
kronik inflamasyon, portal alanda kronik inflamasyon goriiliir.

Fibrozis Evresi

Evre 1’de
Zon 3 perisiniizoidal/periselliiler fibrozis; fokal olarak veya genis 6l¢iide mevcuttur.

Evre 2°de
Zon 3 perisiniizoidal/periselliiler fibrozis fokal veya genis periportal fibrozis ile birlikte gdriiliir.

Evre 3’te
Zon 3 perisiniizoidal/periselliiler fibrozis ve portal fibrozis fokal veya genis
kopriileme fibrozis ile birlikte.

Evre 4
Siroz.
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Bu skorlama sistemi uygun olmakla birlikte sadece NASH i¢in gelistirilmistir ve tim
NAFLD spektrumunu kapsamaz. Puanlama protokolii, 14 bireysel histopatolojik 6zellik
icermektedir. Coklu lojistik regresyon kullanilarak, NAFLD aktivite puani (NAFLD
Activity Score = NAS) olusturulmustur. NAS, steatoz, lobiiler inflamasyon ve

hepatoseliiler balonlagma skorlarinin agirliksiz toplamidir.

Skorlama, NAS skoru >5 ise NASH olarak tanimlanirken, 3 veya 4 “ NASH smir1”, ve
NAS skoru <3 iken “NASH degil” olarak belirlenmistir [45].

2.5.3. NASH patofizyolojisi

NASH patofizyolojisinde yer alan temel goriislerden biri ¢ift vurus teorisidir. Obezite ve
tip-2 diabetes mellitus patolojilerinde goriilen insiilin direncinin, hepatik steatoz ("ilk
vurus'") gelisiminde rol oynayan énemli faktorlerden biri oldugu diisiiniilmektedir. Insiilin
direnci, hiperinsiilinemiye ve periferik lipolize sebep olmaktadir. FFA sirkiilasyonunu ve
hepatositlerin yag asidi alimini artirmaktadir. Hiperinsiilinemi ise glikolizi tetikleyerek
hepatik yag asidi sentezine neden olmaktadir. Ayrica, hiperinsiilinemi karacigerin yeniden
esterleme ve trigliserid salinim yeterliligini azaltarak, hepatositlerdeki trigliserid birikimini

kolaylastirmaktadir[8, 46].

Hepatositler i¢inde yag birikiminin, iyi huylu ve geri doniistimlii bir durum oldugu kabul
edilmistir. Yaglh karacigere sahip bazi kisilerde inflamasyonu ve/veya fibrozis gelistigi ve
NAFLD’nin daha agresif bir formu olarak kabul edilen NASH’in olusumu tam olarak
anlasilmamistir. Cok sayida sitokin, adipokin ve degismis gen ifadesinin, yagh karacigerin
inflamasyonuna ve sonugta karacigerin fibrozise ilerlemesine yol agtigi gosterilmistir. 1998
yilinda Day tarafindan NASH olusumu i¢in iki asamali bir model ileri siiriilmiistiir. Bu
modele gore ilk asama hepatik steatozun gelisimi, ikinci asama inflamasyon ve

fibrogenezisdir [47].

Obezitede, adipoz dokudaki makrofaj infiltrasyonu, proinflamatuar bir yanita yol agar [48].
Proinflamasyon durumunda, bazi adipokinler ve sitokinlerin saliniminin, yag birikimi ve

NASH'm varlig ile iligkili oldugu gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Karaciger yaglanmasi ve NASH’in patogenezi [47]

NASH'daki inflamasyon ve fibrogenezisle iligkili 6zgiin molekiillerin ve hiicresel

siireglerin bazilar1 daha fazla aragtirilmisgtir.

Tumor nekroz faktori-o

Basit yagl karacigerden NASH'a ilerleme siirecinde TNF-a 6nemli bir molekiil olarak
kabul edilir. TNF-a, adipoz dokudaki makrofajlar tarafindan iiretilir ve obezite varliginda
diizeyi artar [48]. Serbest yag asitleri, nikkleer faktor kappa B (NF-KB) aktivasyonu ile
hepatositlerde TNF-o. ekspresyonunu indiikleyebilir boylece hepatik steatozda goriilen
serbest yag asiti akigindaki artig, inflamasyon siireci ile iligkilidir [49]. TNF-a,
adipositlerde adiponectin iiretimini azaltir [50]. NF-KB’nin kappa B inhibitor kinaz (IKK-
B), TNF-a, IL-6 ve IL-1p tarafindan aktive edilmesi yaygin olarak NASH ile iliskili olan
hepatik ve sistemik insiilin direnci ile baglantilidir [51]. Serbest yag asitleri,
hepatositlerdeki IKK-f / NF-KB yolunu dogrudan aktive edebilir; bu sadece karacigerde
serbest yag asitlerinin diizeyini arttirmakla kalmaz, inflamasyonun baslamasini da

destekler.
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Oksidatif stres

Lipid peroksidasyonu, ROS tiirlerinin hiicre zarlarindaki lipidlerden elektronlar1 alarak
lipidlerin bozulmasina neden olan bir reaksiyondur. NASH'da hiicre hasarina neden olan
farkl1 yollarin O6nemli bir pargasidir. Lipid peroksidasyon {iriinleri, proinflamatuar
sitokinlerin yan1 sira apoptozisi uyaran olim ligandlarinin iiretilmesine yol acan NF-KB
transkripsiyon faktoriinii aktive eder [52]. ROS’un olusmasi, inflamasyon durumu ortaya
cikinca inflamatuar hiicrelerden kokenlenir. Insiilin direncinin bir sonucu olarak serbest
yag asitlerinin hepatositlere geg¢mesi, mitokondriyonda ve graniilsiiz endoplazma
retikulumu ROS tiirlerinin iiretilmesine yol agar. Sitokrom P-450 sisteminin indiiklenebilir
bir enzimi olan sitokrom P-450 2E1 (CYP2E1)'in indiiksiyonunun NASH durumundaki
karaciger hasarinda arttig1 ve bu durum ile iliskili oldugu gosterilmistir [53, 54]. CYP2EL,
etanoliin yani1 sira yag asitlerini de metabolize eder ve her iki substrat da enzimin
ekspresyonunu indiikler. Artan CYP2E1 aktivitesi, substratlar metabolize edildiginde artan
oksijen radikallerinin tretimine yol acar. Boylece CYP2El'in uyarilmasi, hepatositler
icindeki lipid peroksidasyonuna katkida bulunur. Bunun viicut kitle indeksi (VKI) ile
arasinda baglanti bulunmaktadir [55].

Endoplazmik retikulum stresi

Endoplazmik retikulum (ER), proteinlerin sentezinde, katlanmasinda ve taginmasinda
merkezi bir rol oynar. ER, homeostazdaki degisikliklere duyarlidir. ER stresi, katlanmamisg
protein yanit1 varliginda ER tetiklenmesiyle birlikte katlanmamis proteinlerin birikimi ile
ortaya ¢ikan bir durumdur. NASH hastalarinda, katlanmamis protein yaniti, diizeltme
yolaklarini aktive etmeyerek degistirmektedir. Bu degisiklikler, serbest yag asidi toksisitesi
ve mitokondriyal islev bozuklugu ile birlikte apoptozis ve inflamasyonla sonuglanan c-jun-

N-terminal kinazin aktivasyonuna yol agar [56].

Hepatik stellat hiicrelerinin aktivasyonu

Hepatik stellat hiicreleri, kronik karaciger hastaliginda fibrozis gelisiminde énemli olan ve
Disse araliginda bulunan (daha once ito hiicreleri, lipositler, perisiniisoidal hiicreler veya
yag depolayan hiicreler olarak adlandirilmistir) perisiniisoidal hiicrelerdir [57]. NASH'in

streci ile iligkili daha Once tanimlanan inflamatuar degisiklikler, normal iyilesme
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islemlerinin bir parcasi olarak hepatik stellat hiicrelerinin aktivasyonuna yol agar. Simdiye
kadar, TNF-o stellat hiicrelerini dogrudan aktive ediyor gibi goriinmemektedir, ancak
TNF-a olasilikla fibrojenik sitokinleri salgilayan aktif hepatik Kupffer hiicreleri yoluyla
fibrogenezi indiiklemektedir. Kupffer hiicreleri tarafindan tretilen 6nemli sitokinlerden
biri, stellat hiicrelerinde hiicre dig1 matriks sentezini belirgin sekilde uyaran TGF-f'dir [58].
Inflamasyon yolaklar1 disindaki yolaklarin da stellat hiicre aktivasyonuna dahil oldugu
distiniilmektedir. Obezite, insiilin direnci ve NASH ile iligkili bag dokusu biiyiime
faktorliniin pozitif regiilasyonu yoluyla leptin, anjiyotensin II, norepinefrin; hiperglisemi

ve hiperinsiilinemi i¢in profibrojenik potansiyele sahip oldugu gosterilmistir [59].

2.5.4. Klinik ozellikler

NASH hastalarinda son donem disinda herhangi bir klinik belirti yoktur. Ancak bazi
hastalar iist karin bélgesinin sag tarafinda dolgunluk hissi tanimlamaktadir. Hepatomegali
vakalarin % 75'inde bulunur, ancak NASH hastalarindaki yiiksek obezite prevalansi
nedeniyle tespit edilmesi zor olabilir. Asir1 kilo / obezite ve diyabetin NASH gelisimi i¢in
onemli risk faktorleri oldugu agiktir [60]. NAFLD olgularinin ¢ogunda hastalarin kadin
oldugu bildirilmistir [1].

2.5.5. Tam

Karaciger fonksiyon testleri

NAFLD olan hastalarin ¢ogunda siklikla saptanan tek laboratuar bulgusu alanin
transaminaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST) veya her ikisinde birden hafif veya
orta derecede artistir. Bazi1 hastalarda ise enzimler normaldir [61]. Hastalarin bazilarinda
alkalen fosfataz (ALP) ve/veya y-glutamiltransferaz (GGT) bir miktar artmis olarak
bulunur ve bu artis genellikle 2 katindan daha fazladir. GGT artisinin, insiilin direncinin
duyarl bir ayiract olduguna dair bazi deliller vardir. Bu nedenle GGT artisi, NAFLD i¢in

erken biyokimyasal bulgular arasinda bulunur [62].

Ultrasonografi

Karaciger ultrasonografisi, glivenli ve ucuz bir yontemdir. Yagl karaciger prevalansini

aragtiran bir¢cok calismada farkli sekillerde kullanilmistir. Ultrasonografi basit yagh



21

karaciger ile NASH arasinda ayrim yapabilme yetenegine sahip degildir. Ayrica fibrozisi
saptama kapasitesine de sahip degildir [63].

Proton manyetik rezonans spektroskopisi

Proton manyetik rezonans spektroskopisi (1H-MRS), yagl karacigere tan1 koymak icin
yeni ve invazif olmayan bir tekniktir. Bu yontem pahali olup 6zellikle gelismekte olan
iilkelerde her merkezde bulunmasa da, karaciger yaglanmasinin degerlendirilmesinde ¢ok
degerli bir yontem oldugu kanitlanmistir. Bu teknik 6zellikle hepatik steatozda oldugu gibi
su ve yag igeriginin karigik oldugu dokularda kullanighdir. 1H-MRS invaziv olmayan
tanida ve hepatik yag infiltrasyonunun kantitatif degerlendirilmesinde altin standart olarak
kabul edilmektedir. Ultrasonografide oldugu gibi, IH-MRS basit yagl karaciger ile NASH
arasinda ayrim yapma yeteneginden yoksundur. Ayrica karacigerdeki fibrozis gelisimi

hakkinda da bilgi vermez [64].

Karaciger biyopsisi

Karaciger biyopsisi, karaciger hastaliginin siddetini ve prognozunu degerlendirmek i¢in
genellikle kullanilan en 6zgiin yontemdir. NASH tanis1 sadece karaciger dokusunun
incelenmesi ile yapilabilir. Son yillarda karaciger biyopsisini, karaciger fibrozisini
degerlendirmek i¢in kullanilan invaziv olmayan teknikler geri plana itmistir, ancak bugiine
kadar karaciger biyopsisi NASH evrelemesinde hala Onemli standart olarak kabul
edilmektedir [65].

2.5.6. NASH prevelansi

Genel popiilasyonda NASH prevalansi ile ilgili giivenilir bir veri yoktur. Obezite cerrahisi
geciren bireylerde ¢ok sayida ¢aligma yapilmistir. Bu hastalarda NASH siklig1 % 14 ile %
56 arasinda degismektedir. Karaciger biyopsisi yapilan hasta serilerinde, NASH siklig1 % 1
ile % 32 arasinda degismektedir. NASH prevalansindaki bu biiyiik degisiklikler kismen
NASH'in farkli tanimlarina ve tani koymak i¢in kullanilan histopatolojik bulgularin
farkindan kaynaklanabilmektedir [66]. Yapilan 351 otopsi serisinde alkolik olmayan
hastalarda NASH siklig1 % 6,3 tiir. NASH, obez kisilerin % 18.5'inde ve zayif kisilerin %
2.7'sinde goriilmistiir [67].
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2.5.7. Tedavisi

NASH'lh hastalar i¢in bakim standardi, tedavinin temelini olusturan kilo kaybiyla yasam
tarzi degisikligidir. Haftada 3-4 kez yapilan, yaklasik 400 kalori harcayan egzersiz, NASH
hastalarinda metabolik profili iyilestirebilmektedir [68, 69]. Obezite cerrahisi ile elde
edilen kilo kayb1, NASH hastalarinda karaciger histolojisini iyilestirmektedir [70]. Simdiye
kadar NASH ig¢in belirlenmis bir farmakolojik tedavi yoktur. NASH i¢in tedavi yontemleri,
insiilin duyarliligin1 arttirmayi, altta yatan metabolik risk faktorlerini degistirmeyi veya
oksidatif stresi azaltarak karacigeri daha fazla hasardan korumay1 amaglar. Farkli basarilar
gosteren coklu farmakolojik girisimler denenmistir. Bunlar pentoksifilin, orlistat, E
vitamini, ursodeoksikolik asit ve lipit diisliriicii ajanlan igerir [71, 72]. Metformin ve
tiyazolidindionlar gibi insiilin duyarlilastirict ajanlarin ¢alismalart umut verici sonuglar
vermistir [73, 74]. Plasebo kontrollii bir pioglitazon ¢alismasinda aktif tedavi alan 26
NASH hastasinda metabolik ve histopatolojik iyilesme goriilmiistiir [75]. Benzer sonuglar,
63 NASH hastasinin oldugu bir calismada da rapor edilmistir. Bu caligmada steatoz ve
aminotransferaz diizeyleri belirgin sekilde diizelmis, ancak diger karaciger hasari

parametrelerinde bir diizelme olmamustir [76].

2.6. Kolsisin

2.6.1. Kimyasal yapisi ve genel 6zellikleri

Kolsisin, yaklasik olarak 10-30 c¢cm uzunlugundaki Colchicum cinsine ait Colchicum
autumnale tiirii bitkiden izole edilen bir alkaloid ve ikincil bir metabolit olma 6zelligi tasir.
Ayrica antimitotik 6zellige sahip olan bu bitkinin iriinii ¢ok siddetli bir zehire sahiptir.
Avrupa’nin giineyi ve batisina dogru yayilim gdsteren bu bitki 20°den fazla alkaloid igerir.
Kolsisin ve tlirevleri bunlarin en tehlikelilerindendir. Colchicum cinsinin neredeyse 200

tiirti bulunmaktadir [77].

Sistematik ad1 N-[(7S)-1,2,3,10-tetramethoxy-9-0x0-5,6,7,9-tetrahydrobenzo [a] heptalen-
7-y1] acetamid (kimyasal formiilii: C22 H2s NOg) olan Kolsisin hafif alkali 6zellikte bir
alkaloiddir. Tuzlar1 ¢ok dengesiz ve sulu ¢ozeltileri iginde kuvvetlice hidrolize olmaktadir.

Tubuline spesifik bir yerden baglanan trisiklik bir tiirevdir [77].
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Sekil 2.2. Kolsisinin molekiiler yapisi

2.6.2. Kolsisinin terapotik kullanimi

Kolsisinin en stk FMF ve gut hastaliginda kullanilir. Bunun yanisira Kolsisinin romatizmal
osteoartrit, Behget hastaligi, perikardit, ateroskleroz karaciger sirozu gibi romatizmal

olmayan durumlarda da kullanin1 s6z konusudur [78].

2.6.3. Kolsisinin etki mekanizmasi

Kolsisinin antimiotik ve antiinflamatuar etkileri

Kolsisinin etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilmis degildir. Fakat bilinen en iyi
Ozelliklerinden biri kolsisinin  antimitotik 0zelliginin olmasidir. Kolsisinin ana
mekanizmas1 mikrotiibiildeki polimerizasyonu engellemesidir. Mikrotiibiiller hiicre iskelet
yapisindaki ana unsurlardir ve protein filamentlerinden meydana gelirler. Mikrotiibiiller
hiicrede gerceklesen migrasyon, boliinme ve kutuplagsma gibi aktivetelerde gorev alirlar.
Mikrotiibiiliin yapist a ve B tubiilin heterodimerlerden olusur ve bunlar antimitotik ajanlara
kars1 duyarlidir. Her bir kolsisin molekiilii bir tubiilin molekiiliine tutunur ve bir polimer
yap1 olusturmay1 engeller. Mikrotiibiil uzamasi durur, mitotik mekik yapist bozulur ve bu
nedenle hiicre boliinmesi tamamlanamaz [79]. Molekiiler diizeyde incelendiginde, kolsisin
hiicre boliinmesinin metafaz evresindeki mitotik aktiveteleri bloke eder. Kolsisin
mikrotiiblil yapisina miidahele ederek uzamayr durdurur. Kolsisin diisiik konsantrasyon
diizeylerinde mikrotiibiil biiylimesini durdururken yliksek konsantrasyon diizeylerinde

mikrotiibiillerde depolarimerasyona neden olmaktadir [80].

Kolsisin hiicre iskelet yapisini1 bozarak bir¢ok sinyal yolagini engeller. Buna 6rnek olarak
endojen diizenleyicisi olan sitokin ve kemokin saliniminin engellenmesi verilebilir. Ayrica,

kolsisin lokositlerdeki adhezyon, mobilite ve sitokin iiretimini degistirir. Kolsisin, endotel
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hiicre yiizeyindeki E-selektin dagilimmi degistirir ve nétrofillerin buraya baglanmasini
engeller. Ayrica, ndtrofil adezyon molekiilii olan L-selektinin uzaklastiriimasinda da rol
oynar ve boylece inflamatuarli dokuya yeni nétrofil gegisini engellemis olur. Bunlar,
kolsisinin antiinflamatuar etkilerini agiklamaktadir [79, 80]. Kolsisinin makrofajlar
iizerinde de onemli etkileri bulunmaktadir. Deneysel sigan modelinde kolsisin makrofajlar
tarafindan salinan liposakkarit-uyarimli TNF-a sekresyonu degistirmektedir. Farelerde
kolsisin varliginda peritonal makrofajlar daha az ROS olusum ve NO ile IL1J salinimina

neden olmaktadir [80].

Kolsisin ve antifibrotik etkisi

Kolsisinin antifibrotik etkisi bulunmaktadir. Bir deneysel sigan modelinde kolsisin
karaciger fibrozisini hepatik stellat hiicre aktivasyonunun engellenmesi ve stellat hiicre
apoptozisini uyarmasi ile engeller. Ayrica, apoptotik yolakta gorev alan B-hiicre lenfoma-2
(Bcl-2) proteinin ekspresyonunu ve kaspaz-3’iin baskilanmasini saglayarak fibrozisi onler
[80].

Kolsisin ve antioksidan etkisi

Kolsisin antioksidan 6zellikli bir ilagtir. Diger plazma antioksidanlarindan farkli olarak
kolsisin yiliksek konsantrasyonlarda etki gosterir. Uzun siireli kullannomda ve yliksek
konsantrasyonda olumlu etkisi vardir. Yapilan bir karbon tetrakloriir ( CCL4) kaynakl
akut karaciger hasar1 calismasinda kolsisinin uzun dénem kullanimi1 ile MDA seviyerleri

diigmiistiir [81].

2.6.4. Kolsisin ve karaciger hastahgi

Kolsisin antitiibilin ve mitozu engellmesi ile karaciger hastaliklarinda yararli olabilecegi ve
genis kapsamli bir etkiye sapih olabilecegi bilinmektedir. Bunlar antiinflamatuar etki, lipid
peroksidanin engellenmesi, membran stabilizasyonu ve sitokrom P-450 seviyelerini
azaltmaktadir. Karbon tetrakloriir (CCL4) kaynakli akut karaciger hasar1 modelinde
kolsisin malondialdehit (MDA) seviyelerini azaltimistir [81]. Muntoni ve ark., kronik
karaciger sirozlu ve alfa-interferon ile tedavi edilemeyen 74 hasta i¢in rastgele kontrollii
cift-kor bir ¢alisma yapmustir. 4 yil sliren ¢alisma boyunca giinlik 1 mg dozdaki

Kolsisinin hayatta kalmayir onemli derecede artirdigi ve serum tip-111 prokollagen N-
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terminal peptidi (karaciger fibrozisi igin bir belirteg) azalttigi gosterilmistir [82]. Karaciger
siroz secili olgularda Kolsisinin yararli bir etkisinin olabilecegini akla getirebilir.
Ursodeoksikolik aside yetersiz cevap veren primer biliyer sirozlu 91 hasta ile yapilan agik
uclu bir ¢alismada, Kolsisin tedavisi ve onu izleyen metotreksat tedavisi ile 6 aylik
karaciger enzimlerinde ve histolojik fibrozis ve inflamasyon skorlarinda énemli bir diisiis

gozlenmistir [83].
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2.7. Fruktoz

2.7.1. Kimyasal yapisi ve genel ozellikleri

Fruktoz meyvelerde, bazi sebzelerde ve balda bulunan bir monosokkarit olup bu
yiyeceklerde sadece kiigiik miktarlarda bulunur. Fruktoza diyetle maruz kalma en ¢ok
sakkaroz veya glukozdan izomerizasyonla iiretilen yiiksek fruktozlu misir surubu (high
fructose corn syrup, HFCS) bileseni ile gerceklesir. Fruktozun glukoz ile %42 veya %55
oranlarda kombinlendigi farkli HFCS formiilasyonlar1 olabilir [84]. Fruktoz, glukoz ile
ayn1 kimyasal formiile sahip olmasina karsin (CeH1206) karaciger metabolizmasinin bu iki
bilesene etkisi farklhidir. Karaciger fruktozu daha hizli bir hepatik doniisiim ile glukoza,
glikojene, laktat ve yaga doniistiirmektedir. Glukoz tiiketimi sonrasi kana gecen glukoz
insiilin salgisina neden olur ve kiside tokluk hissi meydana gelirken fruktozda insiilin

salgis1 gerceklesmez. Bu nedenle fruktoz tiiketimi sonrasi gerceklesmeyen tokluk hissi
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kiside asir1 beslenmeye bagli organ i¢i yaglanmasina, obeziteye ve hipertansiyona yol
acabilir [84].

Kemirgenlerde yiiksek fruktoz tiiketimi kronik olarak hepatik ve ekstrahepatik instilin
direncine, obeziteye, tip 2 diabetes mellitusa ve yiiksek tansiyona yol agar [85]. Yiiksek
seviyelerde fruktoza diyetle maruz kalmak karacigerden kaynaklanan bir dizi metabolik
degisikligi tetikler. Ornegin hepatik steatoz, hipertrigliseridemi, insiilin direnci ve azalmis
leptin duyarliligina yol a¢maktadir [86]. Diyetteki fruktoz, NAFLD ve karacigerde
hormonla diizenlenmis lipid yolaklariyla de novo trigliserit sentezinin artmasina neden
olabilir [87]. Yiiksek fruktoz diyetinin serum trigliserit seviyelerini artirabildigi
bilinmektedir. Bununla birlikte, yagli karaciger hastaliklarinin gelisimi ilgili tiim faktorler
tamamen anlagilmamistir. Insiilin direnci, inflamasyon, yag birikimi, reaktif oksijen
tiirlerinin kontroliindeki anormallikler ve mitokondriyonda eslenmemis proteinlerin varlig

bu faktorler arasinda sayilabilmektedir [88, 89].

2.7.2. Fruktoz metabolizmasi

Fruktozun bagirsaktan portal ven igine emilimi, jejenumdaki glukoz tasiyict 5 (GLUTS)
tarafindan saglanir. Bu emilim yolu, karaciger tarafindan yogun fruktoz alimi ile
sonuglanir. Fruktozun hepatik metabolizmasi glukoz metabolizmasindan ¢ok farklidir.
Fruktoz, fruktoz-1-fosfat’s olusturan fruktokinaz ile fosforile edilir, daha sonra
gliseraldehit, dihidroksiaseton fosfat ve gliseraldehit-3-fosfat dahil olmak {iizere birkag ii¢
karbonlu molekiile doniistiiriilebilir. Bu ii¢ karbonlu molekiillerin bazilar1 glukoneogenez
yoluyla glukoza doniistiiriilebilir veya TG gibi baska iirlinler tiretmek i¢in kullanilabilir.
Fruktoz metabolizmasinin bu yonii, glukoz metabolizmasindan biiyiik oranda farklidir.
Fruktozdan fruktoz-1-fosfatin olusumu, fosfofruktokinazi basamagini gegerek gergeklesir
bu da fruktozdan gelen karbonlarin bu enzimden sonraki basamakta glikolize girmesine
izin verir. Ug karbonlu molekiiller sonunda esterlesme yoluyla TG olusturabilen gliserol ve
yag asitlerinin sentezi i¢in kullanilabilir. Bu nedenle yiliksek fruktoz alimi bu yolun
regiilasyon eksikliginden dolay1 biiyiik miktarlarda TG sentezi ile sonuglanabilir. TG,
karaciger tarafindan ¢ok VLDL paketlenebilir. VLDL'ler kan dolasiminda ilerlerken, TG
esterlesmemis yag asitleri (NEFA) ve monoasilgliserol olusturmak i¢in lipoprotein lipaz ile

hidrolize edilebilir. Adipoz doku bu bilesenleri alir ve TG'yi yeniden sentezleyebilir. Bu
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nedenle, asir1 fruktoz tiikketimi yiiksek seviyelerde serbest yag asitlerine ve obeziteye neden
olmaktadir [90].
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Acyl Glycerols Acyl-CoA

VLDL

Sekil 2.4. Fruktozdan trigliserit sentezini diizenleyen yolak [90]
2.7.3 Fruktozun karaciger iizerine etKkileri

Asint fruktozun de novo lipogenezisi destekledigi bilinmektedir. Insanlarda, yiiksek
miktarda fruktoz diyeti metabolik sendrom, obezite ve NAFLD ile iliskilidir. Fruktoz,
protein fruktosilasyonunu ve karacigerde reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu tesvik eder
[87].

Fruktozla zenginlestirilmis diyetlerle beslenen deneysel siganlar, NAFLD ve NASH igin
daha iyi bir model olarak goriinmektedir [87]. Bir fruktozla zenginlestirilmis diyet, daha
yiiksek derecelerde makrovesikiiler ve mikrovesikiiler steatoz ve bazi deneylerde,
inflamasyon ve periportal fibrozisi indiiklemektedir. Histolojik bulgulara insiilin direnci,
dislipidemi, proinflamatuar sitokinler ve hepatik lipid peroksidasyonu eslik etmektedir
[91].
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Lozana ve arkadaglari, seker acisindan zengin ve yagh {riinlerin tiiketiminin (mesrubat
gibi) arttigina dikkat ¢gekmistir. Ayrica metabolik bozukluklar geng yasta daha yaygin hale
gelmektedir. Bu durum diabetes mellitus ve ilgili metabolik hastaliklarin gelisimini ve
kardiyovaskiiler riski arttirabilmektedir. Bu calismada, viicut agirhigi, kan glukozu,
kolesterol, inflamatuar parametreler ile karaciger iizerindeki metabolik ve islevsel etkileri
degerlendirilmistir. Hepatik histolojik degisikliklerin derecesi hematoksilen eozin
boyamasi ile, steatoz Oil Red O ile, fibrozis Masson Trichrome boyamas: ile
degerlendirilmistir. Calismanin baglangicindan 2 ay sonra elde edilen sonuglara gore
sicanlarda yiiksek fruktoz steatoza, plazma ve dokularda oksidatif strese, kan glukozu ve
total kolestrol artisina ve bununla iligkili viicut agirhiginin artisina sebep olmustur.
Plazmatik inflamatuar parametresinin (TNF-o) arttigi gosterilmistir. Histolojik analizde

inflamasyon, yag birikimi ve fibrozis gézlemlenmistir [92].

Son yillarda yapilan caligmalar diyetle alinan fruktozun inflamasyona neden oldugunu
gostermistir. Fruktoz, inflamatuar yolagin kilit aracilar1 olan TNF-a iiretiminin ve c-Jun N-
terminal kinazin aktivasyonunun arttirilmasindan sorumlu olabilmektedir. Fruktozun,
inflamatuar mediator STAT-3"i, bir baska inflamatuar kaskadin 6nemli bir bileseni olan
NF-KB’deki bir artisla beraber aktive ettigi sicanlarda gosterilmistir. Ayrica, peroksizom
proliferator-aktif reseptor-a aktivitesinde ve yag asidi oksidasyonunda bir azalma ile

birlikte lipid birikiminde bir artisa neden oldugu gosterilmistir [93].

2.7.4. Fruktoz ve NASH

Fruktoz tiikketiminin NAFLD siddetine sebep olan hepatotoksik degisiklikleri uyardigi one
stiriilmiistiir. Epidemiyolojik caligmalar, artmis giinliik fruktoz aliminin ¢ocuklarda ve
ergenlerde NASH ile baglantili oldugunu belirtmistir. Ayrica yiiksek fruktoz tliketiminin
eriskinlerde artmis karaciger fibrozisi ile iliskili oldugu gosterilmistir [94]. Urik asitin
fruktozun hepatotoksik etkilerinden bazilarina aracilik ettigi one siiriilmiistiir. Sindirilen
fruktoz, fruktoz-1-fosfat iiretmek i¢in hepatik ketohekzokinaz (KHK) tarafindan fosforile
edilir. Bu reaksiyon hizla intrahepatik adenozin trifosfat (ATP) seviyelerini tiliketir ve
adenozin monofosfat (AMP) iiretimini arttirir [95]. Yiiksek AMP seviyeleri, purin
metabolizmasinin son iiriinii olan iirik asit {iretimini uyarir. Urik asidin, NASH'n
ilerlemesinde dnemli bir itici giic olarak kabul edilen hiicre i¢i oksidatif stresi uyardig

gosterilmistir. Dolagimdaki tirik asit seviyeleri bagimsiz olarak NASH ile iliskilidir [94].
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Sekil 2.5. NAFLD'nin gelisimine ve ilerlemesine aracilik eden fruktoz mekanizmasi [96]
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari ve Gruplandirma

Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan 10.10.2017 tarihli ve G.U.ET-
17.076 sayili karar1 ile onaylanmis olan calismamizda, Gazi Universitesi Laboratuvar
Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirma Merkezi (GUDAM) ‘nden saglanan 6-8
haftalik 150-200 gr agirhiginda degisen 28 adet disi Sprague Dawley tiirii sigan kullanildi.
Denekler oda sicakligr 20-25°C, nem % 55, 12 saat karanlik ve 12 saat aydinlik olarak
diizenlenen odada tutuldu. Hayvanlar ad-libitum beslenerek suya serbest olarak erisimleri

sagland.
Deney hayvanlari her bir grupta 7 hayvan olacak sekilde 4 farkli gruba ayrildi.

e Grup 1: (n=7) Kontrol Grubu
12 hafta boyunca standart diyet ve su verildi.

e Grup 2: (n=7) NASH Grubu
Birinci glinden itibaren 12 hafta boyunca %10 lik D- Fruktoz ¢ozeltisi eklenerek
standart diyet olarak beslendi [97].

e Grup 3: (n=7) NASH+Kolsisin Grubu
Birinci giinden itibaren 12 hafta boyunca %10 fruktoz ¢ozeltisi eklendi. Bu grupta 9.
haftadan baslayarak 12. haftanin sonuna kadar 100 pg/giin dozunda Kolsisin suda
¢oziildiikten sonra gavaj ile uyguland [81, 97].

e Grup 4: (n=7) Kolsisin Grubu
Standart diyet ve su verilen siganlar 9. haftanin bagindan 12. haftanin sonuna kadar 100

pg/glin dozunda Kolsisin suda ¢oziildiikten sonra gavaj ile uygulandi.

Deney sirasinda kullanilan kimyasallardan, 100 pg/giin dozunda Kolsisin >95% (HPLC),
powder,(Cat:9754, Sigma Aldrich, Almanya) suda ¢oziildii ve gavaj yontemi ile uygulandi.
%10 luk D- Fruktoz >99% (Carlo Erba, Cat:452666,france) igme sularmna eklenerek
uygulandi. On iki hafta siiren deney siireci boyunca biitiin gruplardaki siganlar her hafta bir

kez agirlik 6l¢iilerek tiim gruplara ait kayitlar tutuldu.
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On iki haftalik deney siiresi sonunda tiim denekler 40mg/kg ketamine hidroklorid (Ketalar,
Eczacibasi, Istanbul, Tiirkiye) ve 5 mg/kg dozda ksilazin hidroklorid (Rompun, Bayer,
Istanbul, Tiirkiye) enjeksiyonu ile uyutularak intrakardiyak kan alimiyla 6tenazileri

gergeklestirildi.

Aliman kan Ornekleri silikali serum tiiplerine konularak santrifiij edilerek, ayrilan serum

ornekleri biyokimyasal analizler i¢in -80°C’ de saklandi.

Sakrifiye edilen deneklerin karaciger agirliklar1 dl¢iilerek rutin histolojik incelemeleri igin
%10’ luk notral formalin sollisyonuna alindi. Fiksatif icerisinde 72 saat oda sicakliginda
tespit edilen karaciger dokulari, rutin histolojik takip yontemlerinden gecirilerek parafin
bloklar hazirlandi. Elde edilen paraffin bloklardan 151k mikroskobik ve
immiinohistokimyasal analizler i¢in mikrotom ile (Leica SM 2000, Germany) 4 pm

kalinliginda kesitler alindi.

Sol karaciger loblart ise dondurulmus kesit i¢in soguk fizyolojik c¢ozeltide yikandiktan
sonra sivi azotta dondurularak -80°C’de saklandi. Bu dokulara Oil Red O boyamasi

yapildi.

3.2. Isik Mikroskobik Incelemeler

3.2.1. Hematoksilen eozin boyama yontemi

Alman 4 pm kalinligindaki kesitler, deparafinizasyon iglemi i¢in 37°C’lik etiivde bir gece
tutulduktan sonra deparafinizasyonun devami igin etiiv 1s1s1 57°C’ye ¢ikarilarak 1 saat
daha bekletildi. Ardindan deparafinizasyonun tamamlanmasi i¢in 3 kez 20’ser dakika
ksilolde birakilan kesitler, rehidratasyon islemi i¢in sirasiyla %100, %90, %80, %70, ve
%350 etil alkol serilerinde 10’ar dakika tutuldu. Kesitler havada kurutuldu ve 10 dakika
akan musluk suyu ile yikanarak alkolun uzaklasmasi saglandi. Ardindan 10 dakika
hematoksilen boya soliisyonunda bekletildi. Akan musluk suyunda tekrar10 dakika
yikandi. Kesitler daha sonra glasiyel asetik asit ile alkol karisimi olan soliisyona 2-3 kez
batirilip ¢ikarilarak akan musluk suyunda 10 dakika yikandi. Bu iglemin ardindan, 10
dakika Eozin boya soliisyonunda tutuldu. Akan musluk suyunda 10 dakika yikandiktan
sonra dehidratasyon isleminin ger¢eklesmesi i¢in sirasiyla %50, %70, %80, %90 ve

%100’1ik artan etil akol serilerinden gegirilerek 45 dakika ksilolde tutuldu ve lamlar
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entellan ile kapatildi. Boyanan kesitler Leica DM 4000B (Germany) bilgisayar destekli 151k

mikroskobunda incelenerek, Leica Q Vin 3 programinda degerlendirilerek goriintiilendi.

Hematoksilen eozin boyama sonucunda karaciger dokusundaki histolojik degisimler

incelenerek gruplar arasindaki farkliliklar degerlendirildi.

3.2.2. Masson Trikrom boyama yontemi

Karaciger dokularindan aliman 4um kalinligindaki kesitler, deparafinizasyon iglemi igin,
37°C’lik etiivde bir gece birakildiktan sonra deparafinizasyonun devaminda etiiv 1sis1
57°C’ye ¢ikarilarak lsaat daha bekleme islemi gerceklestirildi. Kesitlerin, 2 kez 5° er
dakika ksilolde bekletilmesiyle deparafinizasyonlari sonlandirildi. Daha sonra, 2 kez 3
dakika %100’liik etil alkolden ardindan da sirasiyla %90, %80, %70, ve %50 azalan etil
alkol serilerinden gecirildi. Kesitler, akan musluk suyunda yikandi ve boyamaya hazir hale
getirildi. Kesitler i¢in Atom Scientific BIOSTAIN Masson Trichrome Stain Kit — Methly
Blue (Masson Trichrome stain kit — Methly Blue, Code: RRSK20-100, BIOSTAIN Atom
Scientific, Manchester, UK) kiti uygulandi. Haematoxylin Weigert’s A ve Haematoxylin
Weigert ‘s B soliisyonlar1 esit miktarda karistirildi ve Weigert Hematoksilen hazirlandi.
Kesitler sudan gegirilerek, Weigert’in Demirli Hematoksilen soliisyonu ile 20 dakika
cekirdek boyamasi yapildi.,%]1’lik asit alkol soliisyonu iceren suda yikanan kesitler daha
sonra Ponceau Fuchsin soliisyonunu ile 5 dakika boyand1 ve distile suda ile yikandi. Daha
sonra %1’ lik fosfotungustik asit sollisyonu ile 10 dakika morlastirilan kesitler %2,5” lik
asetik asit - %2’ lik Metil Blue Soliisyonu karigimi ile 5 dakika boyanarak suda yikandi.

Artan alkol serilerinden gecirilerek ksilole alinan kesitler entellan ile kapatildi.

Masson’un i¢lii boyamasi sonucunda hepatosit c¢ekirdekleri mavi-siyah; hepatosit
sitoplazmalar1 ise kirmizi ve kollagen lifler mavi olarak izlendi. Bu boyama ile gruplar

aras1 karaciger kollagen lif yogunlugu belirlenerek, fibrosis degerlendirilmesi yapildi.

3.2.3. Oil Red O boyama yontemi

Dokulardaki lipid varliginin degerlendirilmesi i¢in Oil Red O boyama yontemi

uygulanmistir.
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Oil Red O boyamasi igin ayrilan ve — 80 °C’ de saklanan 6rneklerden dondurulmus kesitler
alind1. Kesitlere Bio-optica Oil Red O (Cat:30-30112, Lot:1817, Bio-optica , MILANO) kiti
uyglandi. Oil Red O soliisyonu olan Reaktif A damlatilip 30 dakika beklendi ve hiicresel
lipidlerin boyanmasi saglandi. Daha sonra ¢esme suyunda hemen yikandi. Hematoksilen
soliisyonu olan Reaktif B damlatilip ¢ekirdegin boyanmasi i¢in 5 dakika yikandi. Daha
sonra kesitler, akan musluk suyunda 5 dakika yikandi. Sudan ¢ikan kesitler, kurutularak

ultravisionla kapatildi.

Oil Red O boyama yontemi ile hiicresel lipidler kirmiz1 boyanirken, hepatosit ¢ekirdekleri

mavi renkte boyandi.

3.2.4. Immiinohistokimyasal yontem

Deneklere ait karaciger dokularinda alfa feto protein (AFP) (Cat:ab46799, Lot:GR320569-
7, ABCAM) ve TNF-a (Cat:ab6671, Lot:GR235155-28, ABCAM) antikorlartyla

immiinohistokimyasal boyama yapilarak immureaktivite agisindan degerlendirildi.

Kesitler polilizinli lamlara alinarak 37°C’lik deki etiivde bir gece tutulmus, daha sonra etiiv
1s151 57°C’ ye c¢ikarilarak deparafinizasyonu kolaylastirmak amaciyla bu 1sida 1 saat,
sonrasinda 61°C’ de 20 dakika bekletilmistir. Deparafinizasyonu tamamlamak icin 2 kez
20’ser dakika ksilolde tutuldu ve sonrasinda 10’ ar dakika %100, %96, %90, %80 ve
%70’lik alkol serilerinden gegcirilerek rehidratasyon islemi gerceklestirilen kesitler 2 kez 5’
er dakika boyunca distile sudan gegirildi. Dokuda fiksatif tarafindan kapatilan reseptor
bolgelerini agiga c¢ikarmak amaciyla, sitrat buffer (Ph 6.0) (Cat:AP-9003-500, Lot:
9003LT13610, Lab vision, Fremont, USA) ile mikrodalga firinda retrival islemi uygulandi.
Kesitler 20 dakika oda sicakliginda sogumaya birakilip daha sonra, PBS (Phosphate Buffer
Saline) (ph:7.4) ile 3 kez 2 dakika boyunca yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesini inhibe
etmek i¢in 15 dakika boyunca 3%’liik hidrojen peroksit (H202)’de (Lot: AP41515) inkiibe
edildi ve islem bitiminde kesitler PBS ile yikandi. 10 dakika serum blok soliisyonu
uygulanarak 0zgiin olmayan baglanmalarin engellenmesi saglandi. Dokular yikanmadan
primer antikor asamasina gecildi. AFP ve TNF-a primer antikorlar1 1/100 oranlarinda diliie
edilerek, 45 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 1 gece +4 derecede inkiibasyon
saglandi. Daha sonra primer antikoru uzaklastirmak amaciyla 3 kez 3’er dakika PBS’de

yikanan kesitlerin 10 dakika boyunca biotinli sekonder antikor uygulanarak primer
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antikora baglanmasi saglandi. PBS ile tekrar yikama sonrasinda dokular 10 dakika
streptavidin peroksidaz enzim kompleksi ile konjuge edildi. PBS ile tekrar yikanan kesitler
immiinreaktiviteyi ortaya ¢ikarmak amaciyla diaminobenzidine (DAB) substrati igeren
kromojen DAB (Lot:HD39609) ile inkiibe edildi. Yaklasik 5-10 dakika bekletildi ve
immiin tepkimenin ortaya ¢ikmasi saglandi. Zemin boyasi olarak Mayer’ in Hematoksileni
kullanilarak zit boyamalar yapildi. DAB ile boyanan kesitler azalan alkol serilerinden
gecirildikten sonra 20 dakika ksilolde bekletilerek sonrasinda entallan ile kapatildi. Leica
DM 4000B (Germany) goriintiilii analiz sisteminde incelenerek elde edilen goriintiiler,

Leica Q Vin 3 programinda degerlendirildi.

3.3. Biyokimyasal Parametrelerin Analizi

3.3.1. Serum érneklerinin biyokimyasal analizleri

Aliman kan ornekleri silikali serum tiiplerine konularak 3500 rpm’de 15 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi ayrilan serum &rnekleri Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya laboratuarlarinda alkalen fosfataz (ALP), alanine aminotransferaz (ALT),
aspartat aminotransferaz  (AST), glutamil transferaz (GGT) ve glukoz biyokimyasal
parametreleri Mindray bs 2000m cihazi ile mindray Kkitlerinin kullanimi ile analiz

edilmistir. Ayrica ayn1 merkezde total SH ve MDA diizeyleri de 6l¢iilmiistiir.

MDA 6l¢iimii

Calismamizda MDA diizeyleri Ohkawa ve arkadaslar1 [98] tarafindan tarif edilen yonteme
gore analiz edilmistir. 50 pl sodyum dodesil siilfat (SDS, %8.1)’a 100 ul plazma eklenir,
calkalanir ve oda sicakliginda 10 dakika boyunca inkiibe edilir. 375 pl asetik asit (pH 3.5,
20%) ve 375 pl thiobarbitiirik asit (0.6%) eklenir ve kaynar su banyosunda 60 dakika
bekletilir. Ornekler oda sicakliginda sogumaya birakilir. 1.25 ml biitanol:piridin (15:1)
eklenir, calkalanir ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir. 750 pl organik pembe tabaka
532 nm’de olgiiliir. Tiyobarbitiirik asit ile MDA reaksiyonundan sonra reaksiyon iiriinii
532 nm’de spektrofotometrik olarak takip edilir. Sonuglar plazma i¢in nmol/ml olarak

tanimlanuir.
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Toplam serbest stilthidril grup 6lcimii

Serum Orneklerinden total SH oOlglimleri Sedlak ve arkadaslart [99] referans alinark
gerceklestirildi. Deney gruplarindan alinan 6rnekler DTNB (5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoik
asit) ile oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Ardindan 420 nm’de spektrofotometrik
Olgtimler standart c¢ozelti serileri kullanilarak hazirlanan kalibrasyon egrisi ile

degerlendirildi. Sonuglar plazma i¢in nmol/ml olarak tanimlandi.

3.4. istatistiksel Analizler

Sicanlarin deney baslangicindan sonlandirilincaya kadar her hafta bir kez agirliklar tartildi
ve deney siirecindeki agirlik artiglar1 takip edildi. Her gruba ait sicanlarin deney
sonlandirildiktan sonra karaciger dokular1 tartildi. Deney sonrasi biyokimyasal
parametrelerin serum diizeyleri degerlendirildi. Her gruba ait sicanlarin viicut agirligi,
biyokimyasal parametrelerin serum diizeyleri ve karaciger dokusu agirligindan elde edilen

veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.

Elde edilen tiim verilerin normal dagilma uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile belirlendi.

P < 0,05 ise nonparametrik testler, p >0,05 ise parametrik testler uygulanarak gruplar arasi
karsilagtirmalar saglandi. Normal dagilima uygun degiskenlerde ortalama + standart sapma
degeri belirlendi. Immiinohistokimyasal skorlamalar, pozitif boyama gdsteren sayimlarinin
dort grup arasindaki farkliliklart Kruskal-Wallis testi uygulanarak analiz edildi. Kruskal-
Wallis testinde anlamlilik goriildiigi takdirde gruplar arasindaki ikili karsilastirmalar

Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.

Istatistiksel analiz SPSS versiyon 22 yazilimi kullanilarak yapildi. p< 0,05 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Isik Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubu

Kontrol grubuna ait sigan karaciger dokularinin Hematoksilen eozin ile boyanmis kesitleri
incelendiginde, kiiciik biiyliltmede, v. centralis ile v. centralisden 1s1nsal sekilde perifere
dogru uzanan hepatosit kordonlar1 ve hepatosit kordonlar1 arasindaki sinuzoidler goriildii

(Resim 4.1-A, B).

Sinirlar1 net olarak ayirt edilemeyen karaciger lobiillerinde endotelle doseli olan v.
centralisler ile v. centralisden perifere dogru 1sinsal olarak diizenlenim gosteren poligonal
sekilli hepatositlerin sitoplazmalarinin asidofilik boyanma o6zelligi gosterdigi ve normal
yapida olduklart izlendi. Hepatosit hiicre ¢ekirdeklerinin yuvarlak ve merkezi yerlesimli
oldugu izlenirken, bazi hepatositler ise iki ¢ekirdekli ve normal yapidaydi. Hepatosit
kordonlar1 arasinda dallanarak birbirleri ile anastomozlagan karaciger sinilizoidal

araliklarinin normal diizenlenimde oldugu dikkati ¢ekti (Resim 4.2-A,B)

Bag doku yogunlugunu ve dagilimini degerlendirmek amaciyla yapilan Masson’un iiglii
boyama yontemi ile boyanmis kontrol grubuna ait sigan karaciger dokularinda, portal

aralikta ve v. centralis etrafinda bag dokusu izlendi (Resim 4.13-A,B).

Karacigerdeki steatozun degerlendirilmesi i¢in yapilan Oil Red O ile boyanmasinda
kontrol grubuna ait sigan karaciger dokularinda lipid damlaciklar1 gériilmedi (Resim 4.17-

A)

NASH grubu

NASH grubuna ait sigan karaciger dokularinin Hematoksilen eozin ile boyanmis kesitleri
incelendiginde, kiigiik biiyiiltmede karaciger lobullerinin yapisinin sinirlarmin net olarak
ayirt edilemedigi ve hepatosit kordonlarinin 1sinsal diizenleniminde bozulma oldugu

goriildii (Resim 4.3-A,B)



38

Ayni grubun biiylik biiyliltmedeki kesitlerinde, sinuzoidlerde konjesyonun yani sira
hepatositlerin sitoplazmik sinirlarinin net olarak ayirt edilemedigi ve hepatositlerin
poligonal sekillerinin korunamadig: saptandi (Resim 4.6-A,B). Hepatositlerde balonlagsma
ve boyut farkliliklar ile karakterize dejeneratif degisiklikler dikkati ¢ekti. Baz1 alanlarda
cok sayida hepatositlerde vakuolar dejenerasyon ve steatoz izlendi (Resim 4.4,5-A,B).
Parankim hiicrelerindeki biitiinliiglin bozulmasi nedeniyle, hiicreler arasi baglantilarin
kayboldugu izlenirken, kontrol grubuna gore artan Kupffer hiicre yogunlugu ve parankim
hiicreleri arasindaki alanlarda inflamasyon ve vakuoler degisiklikler dikkati c¢ekti.
Hepatositlerde vakuolar dejenerasyon, siniizoidal araliklarin bozulmasi ve asidofilik
boyanma o6zelliginin dejenerasyon sonrasi azalmasi izlenen diger bulgular arasindaydi

(Resim 4.6-A,B).

Bag dokusu yogunlugunu goéstermek amaciyla Masson’ un ¢l boyama ydntemi
uygulanmis NASH grubuna ait kesitlerde, v. centralis ¢evresindeki parankimal dokuda

kontrole gore artmis kollagen lif yogunlugunda artma izlendi (Resim 4.14-A,B,).

Oil Red O boyamasiyla, yogun olan lipid damlaciklarinin yer yer hepatositlerde yer yer de
karaciger parankim dokusunda agregatlar yapmis sekilde dagildigi gézlendi (Resim 4.17-
B).

NASH+Kolsisin grubu

NASH+Kolsisin grubuna ait karaciger dokusunun Hematoksilen eozin ile boyanmis
kesitlerinde, kiigiik biiyililtmede v. centralis ¢evresinde karaciger parankim hiicreleri olan
hepatositlerin NASH grubuna gore daha diizenli organizasyon gosterdigi, ancak lobiil

yapisinin net olarak izlenemedigi dikkati ¢ekti (Resim 4.9-A,B).

Biiyiik biiyiiltmede, bazi alanlarda karaciger parankim hiicrelerinde NASH grubunda
oldugu gibi dejeneratif degisiklikler, vakuolizasyon, sitoplazmik sinirlarinin belirgin olarak
ayirt edilememesi, lokalize steatoz ve inflamatuar alanlarinin oldugu dikkati ¢ekerken, bazi
alanlarda ise sitoplazmik sinirlar1 daha belirgin, asidofilik boyanma o6zelligi gdsteren

normal hiicreler de izlendi (Resim 4.7, 8-A,B).
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Siniizoidal araliklar, NASH grubuna goére daha diizenliydi. Siniizoidlerde konjesyon,
vakuolizasyon, infiltratif hiicre yogunlugu ve balonlagsma gosteren hiicre yogunlugunun

NASH grubuna gore azaldig: dikkati ¢ekti (Resim 4.9-4.10).

Masson’un ii¢lii boyama yontemi ile boyanmis NASH+Kolsisin grubuna ait kesitlerde v.
centralis c¢evresinde kollajen lif dagiliminin normal yogunlukta oldugu, ancak yer yer
intralobiiler alanlarda ve perivaskiiler olusumlarin etrafinda devam eden kollagen lif

yogunlugu saptandi (Resim 4.15-A,B).

Oil Red O boyamasiyla, NASH grubuna gore lipid damlaciklarinin yer yer hepatositlerde
yer yer de karaciger parankim dokusunda agregatlar yapmis sekilde azaldig dikkati ¢ekti
(Resim 4.18-A).

Kolsisin grubu

Kolgisin uygulanmig gruba ait sigan karaciger dokularinin Hematoksilen eozin ile
boyanmis kesitleri incelendiginde, kontrol grubuna benzer seckilde, v. centralis ve
cevresinde normal diizenlenim gosteren hepatosit kordonlar1 ve hepatosit kordonlari
arasindaki sinuzoidler normal yapida izlendi. Hepatositlerin poligonal sekillerini
koruduklar1 ve asidofilik boyanma o6zelliklerinin homojenite gosterdirdigi ve bazilarinin

cift cekirdege sahip oldugu dikkati ¢ekti (Resim 4.11,12-A,B).

Kollajen yogunlugunu ve fibrozisi gostermek i¢in yapilan Masson’un Tliglii boyama
yontemi ile boyanmis Kolsisin grubuna ait sican karaciger dokularinda v. centralis

etrafinda ve periportal alanda normal yogunlukta kollajen lif dagilimi izlendi (Resim 4.16).

Lipid varligim1 gostermek i¢in yapilan Oil Red O boyama yontemi ile boyanmis Kolsisin

grubuna ait sigan karaciger dokularinda lipid damlaciklari izlenmedi (Resim 4.18-B).
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4.2. Biyokimyasal Parametre Bulgulari

4.2.1. Serum analiz bulgulari

Deney sonrasi her gruba ait elde edilen, biyokimyasal parametreler karsilastirmali olarak
incelendi. Elde edilen veriler, istatistiksel olarak yorumlandi ve istatistiksel olarak yapilan

degerlendirmede her grubun biyokimyasal parametreleri Cizelge 4.1°de gosterildi.

Cizelge 4.1. Her gruba ait biyokimyasal parametrelerin serum diizeylerine ait ortalama +

SD degerleri
Parametre Kontrol NASH NASH+KOLSISIN Kolsisin
(Gn!l;l;gf) 217,14+28 43 251,66+38,95 228.50+16,13 22943738
GGT(UIL) 1,71£0,48 3,1742,71 0,67+0,51 1,3340,15
ALP(U/L) 113,42+37,77 72,0425.55 137.16100,62 123,50+52,42
AST(U/L) 156,14+52.93 161,33+42,14 174,16£65.91 178,33+76.34
ALT(UIL) 153791 46,66+1,86 45.66=11,14 64,33+13,96
MDA 1,1540,28 1,56+0,23 1474024 1,34+0,38
(nmol/mL)
TOTAL
SH 317,48+44,67 394,88:96,84 311,33+117.56 270.93+65,41
(umol/L)

GGT: glutamiltransferaz, ALP: Alkalen fosfataz, AST: Aspartate aminotransferase,ALT: Alanine
Aminotransferase, MDA: Malondialdehit, Total-SH:total free sulfhydryl groups.

Gruplar arasinda biyokimyasal parametre farkliliklarini istatistksel olarak ortaya koymak

icin (Kruskal-Wallis testine gore degerlendirme yapilmistir.

Yapilan biyokimyasal degerlendirmelerde kontrol grubu ile NASH grubu
karsilagtirlldiginda GGT diizeyinde anlamli bir farklilik goriilmiistiir (p=0,008). NASH
grubu ile NASH + kolsisin grubu karsilastirildiginda GGT diizeyindeki artis anlamli
goriilmiistir (p=0,032). Biyokimyasal parametreler degerlendirildiginde Kolsisin
uygulanan grup ile kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik goértilmemistir (p>0,005).
Glukoz, ALP, AST, MDA ve total SH diizeyleri degerlendirildiginde gruplar arasinda
anlamli bir farklilik olmadigt belirlenmistir (p=0,288; p=0,189; p=0,901; p=0,557 ve
p=0,081 siras1 ile). Yagl karaciger hastaligimin histolojik siddeti ile klinik bulgular
aralarinda korele degildir. Yagh karaciger hastalifinin ve hatta siroz da dahil, histolojik

spektrumundaki serum aminotrasnferaz diizeyleri normal veya normale yakin seyreder

[100].
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Sekil 4.3. Calisma gruplarinda elde edilen Serum ALP diizeyleri ortalama + SD grafigi
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Sekil 4.5. Caligsma gruplarinda elde edilen Serum ALT diizeyleri ortalama + SD grafigi
4.3. Istatistiksel Bulgular
4.3.1. Viicut agirhklarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Sicanlarin deney baslangicindan itibaren deneyin sonuna kadar her hafta agirliklar
Olciilerek, deney siirecindeki agirlik artiglar1 takip edildi. Elde edilen veriler istatistiksel
olarak yorumlandi. Istatistiksel olarak yapilan degerlendirmede her grubun deney basindan
itibaren belirli araliklarla yapilan 6l¢lim sonrasindaki agirlik diizeyi ortalamlar: sirasiyla;

213,36+13,88; 203,64+25,24; 203,23+20,13; 201,99+19,66 olarak saptandi.

Gruplar arasindaki viicut agirliginin zamana bagli olarak degisiminin degerlendirmesini

icin (Shapiro-Wilk testine gore; p=0,7029) Repeated Measure testi uygulandi.

Degerlendirme sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi. Literatiirde
de belirtildigi iizere viicut agirligindaki artisin 12 hafta uygulanan fruktoz diyeti ile
olusmadig1 ancak en ¢ok 26. haftadan sonra ortaya ¢iktig1 goriilmistiir [101].
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Sekil 4.6. Gruplara ait viicut agirliginin ortalama + SD grafigi
4.3.2. Karaciger dokusu agirh@inin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Her gruba ait siganlarin deney sonlandirildiktan sonra karaciger dokular1 tartildi. Elde
edilen veriler istatistiksel olarak yorumlandi. Istatistiksel olarak yapilan degerlendirmede
her grubun karaciger dokusuna ait belirlen agirlik ortalamalar sirasiyla; 7,50+0.68;
8,92+1,01; 8,99+1,01; 8,96+1,16 olarak saptandi.

Gruplar arasi karaciger dokusuna ait farkliliklari istatistik olarak ortaya koymak igin
(Shapiro-Wilk testine gore; p=0,025) Tek-Yonli ANOVA testi uygulandi. Tek-yon
ANOVA testine gore dort grup arasinda istatisksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmemistir (p>0,05).
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Sekil 4.7. Gruplara ait karaciger dokusu agirlik ortalama + SD grafigi
4.3.3. Immunohistokimyasal bulgularin degerlendirilmesi

Karaciger dokularina ait TNF-o ve AFP antikorlarina ait immunohistokimyasal
degerlendirmeler, her gruba ait 6 kesitte immunpozitif hiicrelerin semikantitatif
analizlerine gore immunreaksiyon skorlama seklinde yapilmistir [102]. Tutulum
gostermeyen hiicrelere sahipse grade 0, <%10 pozitif tutulum gosteren hiicreye sahipse
grade 1, %10-50 pozitif tutulum gosteren hiicreye sahipse grade 2, %51-90 pozitif tutulum
gosteren hiicreye sahipse grade 3, >%90 pozitif tutulum gosteren hiicreye sahipse grade 4

olarak degerlendirildi.

TNF-o NASH gelisiminde, lipid metabolizmasi, inflamatuar sitokinler ve karaciger
fibrozisi ile iligkili olarak anahtar rol oynamaktadir. Bu da ¢alismamizda histolojik olarak
TNF-o  immunreaktivitesinin NASH grubunda artisinin  bir nedeni  olarak

degerlendirilebilir.

TNF-o immunreaktivitesi degerlendirildiginde; NASH grubunda kontrol ve Kolsisin
gruplarina gore anlamli olarak artan immun reaktivite izlenmistir (p<0,001 ve p<0,001).
Kolsisin uygulanan tedavi grubunda ise TNF-o immunreaktivitesinin NASH grubuna gore
anlamli olarak azaldig1 (p<0,001) dikkati ¢cekmistir. Kontrol ve Kolsisin gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamlilik g6zlenmemistir (p=0,695).
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AFP immunreaktivitesi degerlendirildiginde; NASH ve NASH-+Kolsisin gruplarinda
kontrol grubuna goére anlamli olarak artan immun reaktivite izlenmistir (p<0,001;
p<0,001). Kolsisin uygulanan tedavi grubundaki AFP immunreaktivitesi ve NASH grubu
arasinda anlamlilik (p=0,714) gozlenmemistir. Bu durum hepatositlerdeki NASH’a bagl

olusan hasara bagl olarak ortaya ¢ikan rejenerasyon siirecini ortaya koymaktadir.

4.3.4. Gruplar arasi kollagen lif yogunlugunun degerlendirilmesi

Gruplara ait karaciger dokusu kesitlerinde rastgele segilen 6 preparatta 20 alanda x200

biiylitmede kollajen lif pozitif olan mavi alan yiizdesi ImageJ Programi ile dl¢tilmiistir.

Cizelge 4.2. Karaciger dokularina ait kollajen lif yiizdelerine ait ortalama + SD degerleri

Deney Gruplari Kollajen Lif yiizdesi
Kontrol 1,47+ 0,74
NASH 7,01+ 4,44

NASH+Kolsisin 3,51+1,23
Kolsisin 1,68+ 0,89

Kollajen lif pozitif olan mavi alan ylizdesinin istatiksel olarak degerlendirilmesi
sonucunda, NASH grubunda kontrol grubuna gore artis izlenmistir (p< 0,001). Kolsisin
uygulanan NASH grubunda ise NASH grubuna goére kollajen lif yogunlugunun anlaml
diisiis gosterdigi dikkati ¢ekmistir (p=0,001). Kontrol ve Kolsisin gruplar1 arasinda ise
istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik gézlenmemistir (p=0,529).
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Resim 4.1. Kontrol grubuna ait sigan karaciger dokusununda, vena centralis’den (v.c)
perifere dogru 1sinsal olarak uzanan hepatosit (h) kordonlar1 arasinda, normal

diizenlenime sahip siniizoidler (*) dikkati ¢ekmekte (A: H.E, x100, B: H.E
x200)
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Resim 4.2. Kontrol grubuna ait sigan karaciger dokusunda, v. centralis’ten (v.c) perifere
dogru 1sinsal olarak uzanan hepatositlerin (h) merkezi ve yuvarlak ¢ekirdege
sahip, poligonal sekilli olduklari, bazi hepatositlerin ise c¢ift cekirdekli
olduklar goriilmekte (A: H.E, x200, B: H.E x400)
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Resim 4.3. NASH grubuna ait sigan karaciger dokusunda, v. centralis (v.c) ¢evresindeki
hepatosit (h) 1sinsal kordonlarinin ve siniizoidlerin diizenleniminde bozulma
(™) dikkati ¢gekmekte (A: H.E, x100, B: H.E x200)
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Resim 4.4. NASH grubuna ait sican karaciger dokusunda, sitoplazmik sinirlari net olarak
ayirt edilmeyen ve poligonal sekilerini kaybeden hepatositlerde (h) steatoz
izlenmekte (A,B : H.E, x400)
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Resim 4.5. NASH grubuna ait sigan karaciger dokusunda, parankim hiicreleri arasindaki
inflamatuar alanlar ( =) ile hepatositlerdeki vakuoler degisiklikler (V) dikkati
cekmekte (A: H.E, x200, B: H.E x400)
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Resim 4.6. NASH grubuna ait si¢can karaciger dokusunda, boyutlari farkli balonlasma

ozelligi gosteren hepatositler ile (V) siniizoidlerde konjesyon (€) izlenmekte

(A,B: H.E, x400)
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Resim 4.7. NASH+Kolsisin grubuna ait sican karaciger dokusunda, birbirlerinden sinirla
ayrilan ve boyanma oOzelleri farklilik goOsteren hepatositlerin olusturdugu
alanlarda NASH grubuna gore daha organize ve diizenlenim gosterdigi dikkati
cekmektedir (A,B : H.E, x200)
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Resim 4.8. NASH+Kolsisin grubuna ait sigan karaciger dokusunda, boyanma o6zelligi
farklilik gosteren alanlar (h) arasinda NASH grubuna gore yogunlugu azalmis
steatoz alanlar1 izlenmekte (A, B: H.E, x200)
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Resim 4.9. NASH+Kolsisin grubuna ait sigan karaciger dokusunda, v. centralis (v.c)
cevresindeki hepatosit kordonlarinin NASH grubuna gore daha organize
diizenlenim gosterdigi ancak yer yer (=perisiniizoidal) alanda inflamatuar
hiicre birikiminin oldugu dikkati ¢ekti (A, B: H.E, x200)
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Resim 4.10. NASH+Kolsisin grubuna ait sican karaciger dokusunda, hepatositlerdeki
dejeneratif degisikliklerin, inflamatuar hiicre birikiminin NASH grubuna
gore azalarak devam ettigi goriildii (A,B: H.E, x400)
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Resim 4.11. Kolsisin grubuna ait sigan karaciger dokusunda, v. centralis (v.c) ¢evresindeki
hepatosit kordonlari (h) ve siniizoidler (*) izlenmekte (A,B: H.E, x200)
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Resim 4.12. Kolsisin grubuna ait si¢an karaciger dokusunda, v. centralis (v.c) ¢evresindeki
hepatosit kordonlari (h) ve siniizoidler (*) dikkat ¢ekmekte (A, B: H.E, x200)
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Resim 4.13. Kontrol grubuna ait sigan karaciger dokusunda, v. centralis (v.c) etrafinda ve
portal aralikta etrafinda normal yogunlukta kollagen lif dagilimi (<)
izlenmekte (Masson’un ii¢lii boyamasi, A, B x400)
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Resim 4.14. NASH grubuna ait sigan karaciger dokusunda, kontrol grubuna gore, vaskiiler
olusumlar ve parankimal alanda kollagen lif yogunlugu artig1 (#)izlenmekte
(Masson’un ii¢lii boyamasi, A x200, B x400)
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Resim 4.15. NASH+Kolsisin grubuna ait sican karaciger dokusunda v. centralis (v.c)
cevresinde NASH grubuna gore azalmig perivaskiiler kollagen lif dagilimi
() izlenmekte (Masson’un ti¢lii boyamasi, A x200, B x400)



Resim 4.16. Kolsisin grubuna ait karaciger dokusunda normal yogunlukta kollagen lif
dagilimi izlenmekte (Masson un ti¢lii boyamasi, x200)
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Resim 4.17. Deney gruplarina ait sigan karaciger dokusunda Oil Red O Boyamasi. (A:
Kontrol Grubu, B: NASH Grubu, Ax1000, B x400, Inset: x1000). NASH
grubunda karaciger parankim dokusundaki lipid damlaciklarinin varlig
gbzlendi
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Resim 4.18. Deney gruplarina ait sigan karaciger dokusu Oil Red O Boyamasi. (A:
NASH+Kolsisin Grubu, B: Kolsisin Grubu, A x400, Bx1000, Inset: x1000).

NASH+Kolsisin grubunda NASH grubuna gore daha az yogunlukta lipid
damlaciklari izlenmekte
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Resim 4.19. A. Kontrol grubu; B. NASH grubu; C. NASH+Kolsisin grubu; D. Kolsisin
grubu. NASH grubunda diger gruplara gore artmis; NASH+Kolsisin
grubunda NASH grubuna gore azalmis TNF-a immiinreaktivitesi izlenmekte
(DAB & Hematoksilen A-D X400)
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Resim 4.20. A. Kontrol grubu; B. NASH grubu; C.NASH+Kolsisin grubu; D. Kolsisin
grubuu.  NASH ve NASH+Kolsisin  gruplarindaki  artmig  AFP
immiinreaktivitesi goriilmekte (DAB & Hematoksilen A-D X400)
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5. TARTISMA

NAFLD ve alkolik olmayan steatohepatik tiim diinyada karaciger hastalilarinin en 6nemli
nedenlerinden biri olarak degelendirilmektedir. NASH prevelansinin artis1 nedeniyle farkli
terapotik yaklasimlar da giindeme gelmistir. Cesitli antioksidan maddeler NAFLD
tedavisinde etkin bulunmustur. Calismamizda antioksidan Ozelligi bilinen Kolsisin
kullanilmigtir. NASH nekroinflamatuar aktivite ile karakterize bir karaciger hastaligidir

[97, 103, 104].

NASH patolojisiyle ilgili one siiriilen hipotezler ise insiilin direnci, oksidatif stres ve
proinflamatuar sitokinlerin anormal tretimini kapsamaktadir. Bu durum toplumda
metabolik sendrom, tip- 2 diabetics mellitus ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi
patogenezleri ile benzerlik gostermektedir [105, 106]. Ancak, NASH hastalarmnin %
15’inde bu patolojinin siroza kadar ilerleyebilecegi goriilmiistir. NASH, lobiiler
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, makrovezikiiler steatozis, hepatositlerde balonlasma,
nekroz, Mallory cisimcigi olusumundan presiniizoidal fibrozise kadar degiskenlik gosteren

genis bir histopatolojik tabloyu igerir [7, 107].

Fruktozdan zengin bir diyet uygulanarak indiiklenen NASH modeli ile yapilan c¢alisma
sonucunda elde edilen karaciger dokularindan Hematoksilen eozin ve Masson trikrom
boyamalar1 yapilmistir. Elde edilen boyamalar sonucunda, NASH grubunda steatoz,
polimorfoniikleer infiltrasyon, sentrilobiiler inflamasyon, perisiniizoidal ve periselliiler

kollagen birikimi (fibrozis) gézlenmistir [15].

Haddad ve arkadaslar1 NASH olusturulan siganlarin karaciger kesitleriyle yapilan inceleme
sonucunda hepatositlerin iigte birinden fazlasinda makrovezikiiler steatoz olustugunu
gostermistir. Ayrica, bu kesitlerde nekrotik hepatosit, Mallory cisimleri ve kollagen
birikimi oldugu da bildirilmistir. Kawasaki ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismadan
elde edilen histolojik bulgularda fruktoz igerigi yiiksek diyet uygulanan gruptaki siganlarin
karacigerlerinde yiiksek oranda makrovezikiiler steatoz, lobiiler inflamasyon ve periportal

fibrozis goriilmiistiir [103, 108].

Duan ve arkadaslar1 metiyonin ve kolin igermeyen diyet (methionine and choline deficient

diet, MCD) uygulayarak NASH modeli olusturduklar1 ¢aligmalarinda siganlarin viicut
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agirliklarinda gruplar arasinda bir farklilik gozlememislerdir. ALT ve AST karaciger
enzim degerlerinin NASH grubunda arttigini belirlemislerdir. Ayrica, karacigerin histolojik
incelemesinde inflamasyon, hiicre infiltrasyonu, hepatik steatozis ve fibrozisin varligi
gbzlenmistir. Lipid birikimini degerlendirmek i¢in yapilan Oil red O boyamasi sonucunda
parankimadaki hiicrelerde NASH grubunda asir1 birikmis lipid damlaciklarin varlig1 dikkat
cekmistir. Calycosin uygulamasi ile normal sitoplazma, belirgin c¢ekirdege sahip
hepatositlerin varligi ve lipid damlaciklarinda azalma oldugu goriilmiistir [109].
Calismamizda hayvanlarin viicut agirliklar1 arasinda ve biyokimyasal parametrelerde
anlamli fark bulunmamistir. Ancak, tiim bu calismalardaki gibi histolojik degisikliklerde

benzer sonuglara varilmistir.

Kristiansen ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada yiiksek yag, fruktoz ve kolesterol iceren
diyeti 12 ve 26 hafta siiresince farelere uygulayarak NASH gelisiminin zamana bagl
etkilerini aragtirmiglardir. 12 hafta diyet uygulanan gruptaki farelerin viicut agirliklart ile
kontrol grubundakilerin agirlik degerleri benzerlik gosterirken 26 hafta diyete devam eden
gruptaki farelerin agirliklarinda anlaml bir artis oldugu belirlenmistir. Calismamizda ayni
sekilde 12 hafta siire ile fruktoz uygulanan gruptaki hayvanlarin viicut agirliklarinda
anlamli fark bulunmamistir. Biyopsi ile alinan karaciger dokusunun histolojik
incelemesinde 26 haftalik diyet indiiksiyonunda yiiksek diizeyde steatoz ve fibrozis
goriilmiistiir. Ancak 12 haftalik diyet indiiksiyonunda farelerde hafif steatoz ile birlikte
hafif fibrozis varligi gézlenmistir [101]. Calismamizda igme sularina eklenen %10’luk
fruktozun 12 hafta siireyle oral yolla uygulanmasinin ardindan histopatolojik
degerlendirmelerimizde, NASH grubunda hepatositlerde balonlasma ve boyut farkliliklar
ile karakterize dejeneratif degisiklikler gozlendi. Bazi alanlarda hepatositlerde ¢cok sayida
vakuolar dejenerasyon ve steatoz izlendi. Parankim hiicrelerindeki biitlinliiglin bozulmasi
nedeniyle hiicreler arasi baglantinin kayboldugu izlenirken, alanlarda infiltrasyon ve
vakuoler degisiklikler dikkati ¢ekti. Masson’un i¢lii boyama yontemi ile v. centralis
cevresindeki parankimal dokuda kontrole gore artmis kollagen lif yogunluguna bagh
fibrotik degisiklikler izlendi. Kollagen lif yogunlugunun degerlendirilmesinde kollagen lif
pozitif olan mavi alan yilizdesi ImageJ Programi ile hesaplandi. Kollagen lif pozitif olan
mavi alan ylizdesi istatiksel olarak degerlendirildiginde NASH grubunda kontrol grubuna
gore artis izlendi. Yaptigimiz Oil Red O boyama sonuclarina gére NASH grubu ile kontrol
grubu karsilastirildiginda NASH grubunda lipid damlaciklarinin varligr gosterildi.
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TNF-a basit yagli karacigerden NASH'a dogru ilerleyen siirecte dnemli bir molekiil olarak
kabul edilir. TNF-a adipoz dokuda makrofajlar tarafindan iretilir ve obezite varliginda
diizeyi artar. Adipoz dokunun obezite ve insiilin direncinde 6nemli bir rol oynadigi
bilinmektedir. NASH ve diger metabolik hastaliklar insiilin direnci, inflamasyon, makrofaj
birikimi ve TNF-a ifadesi ile iligkilidir. Bu bilgiler yiiksek fruktoz verilen sicanlardaki
TNF-a seviyesinin yiikselmesini agiklamaktadir [48]. Caligmamizda da TNF-a ile yapilan
immiinohistokimyasal degerlendirmede NASH grubunda TNF-o immiinreaktivitesinin

kontrol grubuna gore artmis oldugu dikkati ¢ekti.

Drori ve arkadaslari farelerle yaptiklari bir ¢alisma sonucunda yiiksek yagl diyetin serum
TNF-a seviyesini arttirdigini gostermistir. Ayrica karacigerin Hematoksilen eozin ile
yapilan histolojik incelenmesinde lobiiler inflamasyon, hepatositlerde balonlasma ve
fibrozis gorlilmiistiir. Ayn1 calismada farelere vitamin D ile zenginlestirilmis mantar
oziitleri  verildiginde serum TNF-a seviyesinde hepatosit balonlasmasinda ve
inflamasyonda anlamli bir diislis oldugu gorilmiistir [110]. Calismamizdaki benzer

patolojiler Kolsisinle azalmistir.

Yiiksek fruktoz ve yiiksek yagl diyetle yapilan bir ¢alismanin sonucunda diyet uygulanan
sicanlarda plazmadaki TNF-a seviyesinin kontrol grubuna gore daha yiliksek oldugu
belirlenmistir. %10 fruktoz ile hazirlanmis igme suyu verilerek NASH olusturulan bir
calismada ise sicanlarda ELISA yontemi ile TNF-o’'nin NASH olusturulan grupta kontrol
grubuna gore daha yiiksek seviyede oldugu gozlenmistir. Fruktoz, yag ve kolesterolden
zengin bir diyet uygulanarak yapilan bir ¢alismada karaciger dokusu homojenize edilerek
TNF-a’nin protein konsantrasyonu belirlenmistir. Fruktoz, yag ve kolesterolden zengin
diyet verilen grupta TNF-o’nin protein konsantrasyonu normal diyet uygulanan kontrol
grubuna gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir [97, 103, 111]. Calismamizda ise TNF-a
antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal degerlendirmeler sonucunda NASH grubunda

TNF-0 immiinreaktivitesinde kontrol grubuna gore artis goriilmiistiir.

Yapilan baz1 ¢alismalarda diyet veya %10-60 fruktozlu igme suyu ile alinan fruktozun, kilo
alimi ile paralel oldugunu, viicut kitle indeksi ve viicut yag oraninda artis oldugunu, ayrica
karaciger dokusunda agirlik artisi oldugunu gostermistir [15, 97, 112, 113]. Bir ¢alismada
Sellmann ve arkadaslar1 6 hafta boyunca fruktoz, yag ve kolesterolden zengin diyet

uygulayarak farelerde NASH olusturmustur. Calisma sonucunda kontrol ve NASH grubu
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karsilastirildiginda kalori alimi ve viicut agirliginin benzer oldugu goriilmistiir. Karaciger
agirligt NASH grubunda kontrol grubuna gore daha yiiksek olarak belirlenmistir [111].
Kristian ve ark., yaptig1 caligmada 12 hafta uygulanan fruktozda viicut agirligi artmamaistir.
Bu baglamda fruktoz ile beslemede viicut agirligr artisinin belirli bir slireden sonra ortaya

cikabilecegi diisiiniilmektedir.

Kawasaki ve arkadaslar1 5 hafta boyunca yiiksek fruktoz diyet ile sicanlarda NASH
olusturmuglardir. Calismanin sonunda aglik plazma glukoz konsantrasyonlar1 fruktozla
zenginlestirilmis diyetlerle beslenen siganlarda daha yliksek olarak belirlenmistir. Yapilan
baska bir caligmada 12 haftalik fruktoz uygulamasinin sonucunda kontrol grubuna gore
fruktoz verilen grupta glukoz toleransinda bozulma oldugu belirtilmistir. Cathrin ve
arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada ise NASH grubu ile kontrol grubunun aglik kan
glukoz seviyelerinin benzer oldugu goériilmistiir. [97, 108, 111]. Bizim ¢alismamizda da
kan glukoz seviyeleri karsilagtirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark tespit

edilememistir.

AST, ALT ve ALP karacigere 6zgii enzimlerdendir. Serumdaki AST, ALT ve ALP
aktivitelerinin yiikselmesi hasarli hiicrelerden kaynaklanmasi sebebi ile hepatosit hasarini
yansitir [114]. Zou ve arkadaslarin yiiksek yag emiilsiyonu i¢eren diyet ile olusturdugu
deneysel NASH modeli ile yapilan ¢aligmadan elde edilen sonuglarda NASH grubunda
sicanlarin serum AST ve ALT degerleri kontrol grubuna gore istatiksel olarak daha yiiksek
oldugu gosterilmistir [115]. Benzer sekilde fruktozca zengin diyet ile 8 haftada olusturulan
NASH modeli ile yapilan bir ¢alismada hepatik fonksiyon gostergesi kabul edilen
enzimlerden AST, ALT ve ALP aktivitelerinin kontrol grubuna gore daha yiiksek seviyede
oldugu gosterilmistir. Abd El-Haleim ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada ise ALT
aktivitesinde bir degisiklik gézlemlenmezken AST aktivitesinde artis oldugu belirlenmistir

[15, 97].

Haddad ve arkadaslarinin NASH olusturarak yaptiklar1 ¢alisma sonucunda kontrol ve
NASH gruplari arasinda ALT ve AST degerlerinde anlamli bir degisiklik gézlenmemistir.
Ayrica Cathrin ve arkadaglarinin yiiksek fruktoz diyeti ile farelerde olusturduklart NASH
modelinden elde edilen sonuglardan da plazma ALT ve AST aktiviteleri kontrol grubu ile
benzerlik gostermistir [103, 111]. Bizim ¢alismamizda biyokimyasal parametrelerde

anlaml fark bulunmamistir. Deneysel NASH c¢alismalarinda ¢ogu zaman, histopatolojik
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degisiklikler ve biyokimyasal parametreler birbiri ile paralellik gdstermedigi

bildirilmektedir.

Oksidatif stres, prooksidan-antioksidan dengesinin prooksidan yoniine kaymasi sonucu
potansiyel hiicresel hasarlarin olusmasi olarak tamimlanir. Oksidatif stres, serbest
radikallerin artig1 ve antioksidan savunmanin zayiflamasi sebebi ile meydana gelmektedir.
Alkolsiiz steatozun steatohepatite ilerlemesi karacigerdeki reaktif oksidan tiirlerinin (ROS)

etkisi ile iligkilidir [116].

MDA, lipid peroksidasyon seviyesini belirleyen bir plazma parametresidir. Ancak total

serbest siilfhydryl gruplar (total-SH) serumdaki antioksidan seviyelerini gosterir.

Zhong ve arkadaslart NASH ve oksidatif stres iliskisini arastirmak i¢in yaptiklari
calismada farelere yiiksek yag ve yiiksek kolesterol diyetini 12 hafta boyunca uygulayarak
NASH modeli olusturmuslardir. Calismanin sonucunda NASH grubunda karaciger MDA
seviyesi yiikselirken GSH ve SOD aktivitesi azalmistir. Ayni ¢alismada karaciger
koruyucu (hepatoprotektif) bir ila¢ olan Baicalin kullanildiginda karacigerdeki antioksidan
GSH ve SOD aktivitelerinin arttigr goriilmiistiir. Ayrica lipid peroksidasyon iiriinii olan

MDA seviyesinin Baicalin uygulamasi ile azaldigi belirlenmistir [108].

Taotao ve arkadagslari yaptiklari aragtirmalarinda 6 hafta boyunca yiiksek yagli diyet ile
sicanlarda NASH olusturmuslardir. 6 hafta sonunda yiiksek yagh diyet verilen gruptaki
sicanlarin kontrol grubundakilere gore karacigerlerindeki MDA seviyesinin arttigr ancak
SOD aktivitesinin azaldigi goézlenmistir. Yiiksek yag emiilsiyonu ile NASH olusumu
indiiklenen bagka bir calismada NASH grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda
MDA’nin NASH grubunda arttig1 goriilmesine ragmen hepatik SOD seviyesinde anlamli
bir azalma belirlenmistir [115, 117]. Calismamizda 12 hafta siireyle siganlara igme suyuna
katilan %10’luk fruktoz verdigimiz neticesinde kandaki oksidatif hasar1 degerlendirmek
amaciyla yapilan MDA ve total-SH diizeyleri arastirildi ve degerlendirildi. Sonuglarimiza

gore 4 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir.

Entzian ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada kolsisinin antiinflamatuvar ve antifibrotik
ozelliklerinin pulmoner fibrozis tedavisi ilizerine etkilerini arastirmiglardir. Calismada

kolsisinin normal dondr periferik kan mononiikleer hiicrelerinin (normal donor peripheral
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blood mononuclear cells, PMNC) sitokin salinimi ve fibroblast proliferasyonu ile kollagen
sentez hiz1 lizerine etkilerini incelemek amaci ile stimiile edilmis PMNC ve stimiile
edilmemis PMNC ile insan akciger fibroblast hiicre hatti kullamilmistir. Elde edilen
sonuglarda kolsisinin fibroblast proliferasyonunu ve kollagen sentezini belirgin sekilde
inhibe ettigi goriilmiistir [118, 119]. Calismamizda, kollagen lif varliginin
degerlendirilmesi sonucunda, NASH-+Kolsisin grubundaki fibrotik degisikliklerin

geriledigi goriilmiistiir.

Pablo ve arkadaslar1 kolsisinin karaciger fibrozisi lizerine etkisini arastirmak amaci ile
erkek Wistar albino si¢anlara ii¢ ay boyunca CCL4 uygulamasinin ardindan gavaj ile
giinliik olarak Kolsisin (10 pg/rat) vermistir.  Masson trikrom boyamasi ile kollagen
birikimi incelenmis ve Kolsisin uygulamasimin anlamli bir fibrolitik etki gdstermedigi
belirtilmistir [120]. Calismamizda, si¢anlarin igme sularina %10’luk fruktoz ve 9. haftaya
gelindiginde buna ilaveten 100 pg/giin dozunda Kolsisin suda ¢oziildiikten sonra gavaj ile
uygulandi. Caligmamizda NASH grubundaki fibrotik degisikliklerin NASH-+Kolsisin

grubunda geriledigi gosterilmistir.

AFP, fetlis karaciger tarafindan iiretilen ana serum proteinidir. Serum AFP diizeyleri
gebeligin 12. haftasi civarinda en yiiksek diizeye ulasir ve ardindan yagamin ilk yilinda
ihmal edilebilir seviyelere diiser. Yetiskinlerde yiiksek serum AFP seviyesi, genellikle
kronik hepatit veya sirozlu hastalarda yiiksek hepatoseliiler karsinom olasiligini1 gosterir
[121]. Aymi zamanda AFP, karaciger hasari kosullarinda cogalan karaciger kok
hiicrelerinin biyobelirtegleri olarak kabul edilir [122, 123]. Yagl karaciger hastaligi olan
bireylerde serum AFP seviyelerinin neden yiikseldigi tam olarak bilinmemekle birlikte
hepatosit nekrozu ve ardindan olusan hepatik rejenerasyonun yiiksek serum AFP

seviyesine sebep olabilecegi iddia edilmektedir [124].

Pingo ve arkadaglar tarafindan serum AFP seviyesi ve yagl karaciger hastalig1 arasindaki
iliskiyi incelemek igin bir kesitsel calisma yapilmistir. Arastirma sonucunda yagh
karacigere sahip hastalarin serum AFP seviyelerinin saglikli kisilere gore anlamli bir
sekilde daha yliksek oldugu gdsterilmistir. Ayrica yapilan korelasyon analizi AFP seviyesi
ile hepatik steatoz derecesi arasinda pozitif korelasyon oldugunu ortaya ¢ikarmistir [125].
Ancak serum AFP seviyeleri bakimindan yagli karaciger hastalar1 ve saglikli kisiler

arasinda herhangi bir farklihigin gozlenmedigini bildiren bagka calismalar da
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bulunmaktadir [126, 127]. Caligmamizda ise AFP immunreaktivitesi degerlendirildiginde
NASH ve NASH+Kolsisin gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli olarak artan immun

reaktivite izlendi.
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6. SONUC

Yiiksek fruktoz diyetindeki fruktozun konsantrasyonu, uygulama siiresi, Kolsisinin dozu
ve uygulama siiresinin deneysel NASH modelindeki histopatolojik degisiklikler ve
biyokimyasal ve diger parametreler lizerinde farkli derecelerde etki edebilecegi gbz oniinde

bulundurulmalidir.

Sonu¢ olarak, yliksek fruktoz ile olusturulan deneysel NASH modelinde olusan
histopatolojik degisiklikler iizerinde antioksidan, antifibrotik, antiinflamatuar etkileri
oldugu bilinen Kolsisinin bu degisiklikleri iyilestirici bir ajan olabilecegi diistiniilmiistiir.
Ancak bu sonucglarin farkli yontemlerde desteklenerek preklinik uygulamalara

yansitilabilecegi sonucuna varilmistir.
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