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OZET

Bu ¢alisma anti-obezite etkisi bilinen bir anti-epileptik ilag olan topiramatin (TPM) saglikli
ve non-alkolik yagli karaciger hastaligt (NAYKH) olusturulmus karaciger dokusunda
oksidan-antioksidan parametreler lizerindeki etkilerinin gosterilmesi amaciyla planlandi.
NAYKH olusturmak amaciyla yiiksek yaglh diyet kullanildi. Calismamizda 30 adet Wistar
albino si¢an kontrol, TPM, diyet, diyet + TPM ve diyet + vitamin E olmak iizere 5 gruba
ayrildi. TPM, 6 haftalik diyet sonrasinda, 21 giin boyunca 100 mg/kg/giin dozunda oral
olarak verildi. TPM’nin olas1 antioksidan etkinligini karsilagtirmak amaci ile antioksidan
etkinligi bilinen E vitamini ise yine 6 haftalik diyet sonrasinda, 21 giin boyunca 250
mg/kg/gin dozunda oral olarak verildi. Calisma siirecinde haftalik agirlik ve kan sekeri
takipleri yapildi; karaciger dokusunda malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) diizeyleri,
glutatyon peroksidaz (GPx) ve superoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri 6l¢uldl. Karaciger
fonksiyon testleri degerlendirmek i¢in AST ve ALT diizeyleri ol¢iildii. Karacigerden alinan
doku 6rneklerinde hematoksilen & eozin boyamasi ile yaglanma, infiltrasyon ve balonlagsma
NAYKH aktivite skoru (NAS) ile histolojik olarak degerlendirildi. karaciger histolojik
olarak incelendi. Istatistiksel analiz icin Jamovi yazilim programi kullamldi ve P<0.05
anlamli kabul edildi. Diyet grubuna kiyasla Diyet + TPM grubunda agirlik ve kan
sekerlerinin daha diisiik oldugu goriildi (p<0,05). NAYKH gelisiminin ve TPM’nin
karaciger dokusunda MDA diizeylerini arttirdigi, GSH diizeylerini azalttigi, GPx aktivitesini
azalttig1 ve bu ikisinin birlikte SOD aktivitesini arttirdigi; E vitaminin ise bu degerleri
kontrol seviyelerine ¢ektigi goriildii (p<0,05). Histoloji verileri degerlendirildiginde TPM
grubunda belirgin infiltrasyon, sitoplazmik vakuol gorullrken, puanlama sonucunda
istatistiksel anlamlilik bulunamamigtir. DT grubunda yaygin balonlasma ve infiltrasyon
goriilmiis olup puanlama sonucu istatistiksel olarak anlamlidir. Sonu¢ olarak TPM’nin
karaciger dokusunda oksidan etkili oldugu goriilmiistiir.

Bilim Kodu : 1023
Anahtar Kelimeler : Non-alkolik yagli karaciger hastaligi, Topiramat, Oksidatif stres
Sayfa Adedi 120
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ANTIOXIDANT ACTIVITY OF TOPIRAMATE ON NON-ALCOHOLIC FATTY
LIVER
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ABSTRACT

This study aimed to investigate the effects of topiramate (TPM), an anti-epileptic drug with
known anti-obesity effect, on oxidant-antioxidant parameters in healthy and non-alcoholic
fatty liver disease (NAFLD) developed liver tissue. A high-fat diet was used to induce
NAFLD. 30 Wistar albino rats were allocated into 5 groups as control, TPM, Diet, Diet +
TPM and Diet + Vitamin E. TPM was given orally at a dose of 100 mg/kg/day for 21 days
after a 6-week diet. In order to compare the possible antioxidant activity of TPM vitamin E,
as a well-known antioxidant, was given orally at a dose of 250 mg/kg/day for 21 days, again
after a 6-week diet. During the study, weekly weight and blood sugar follow-ups were made;
malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH) levels, glutathione peroxidase (GPx) and
superoxide dismutase (SOD) activities were measured in liver tissue. AST and ALT levels
were determined to evaluate liver function tests. Tissue samples taken from the liver were
stained with hematoxylin & eosin then steatosis, infiltration and ballooning were evaluated
histologically in order to calculate NAFLD activity score (NAS). Jamovi software was used
for statistical analysis and when p was lower than 0.05 difference considered as significant.
Weight and blood sugar levels were lower in the Diet + TPM group compared to the diet
group (p<0.05). Diet and TPM increased MDA levels and decreased GSH levels and GPx
activity in liver tissue. SOD activity increased only in the group in which Diet and TPM
were administered together. Vitamin E decreased these values to control levels (p<0.05).
When histological data were evaluated, while significant infiltration and cytoplasmic
vacuolization were observed in the TPM group, there was no statisticaly significant
difference between groups histological scoring.Widespread ballooning and infiltration were
observed in the Diet + TPM group, and the scoring result was also statistically significant.
As a result, it has been observed that TPM has an oxidant effect on liver tissue.

Science Code : 1023
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Page Number : 120
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Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler

cm
dL
dk
gr
U
kg
mg
mL

nmol

Kisaltmalar

AFABP
AFMK
ALT
AMK
AMPA
AST
BHT
BT

CA
Ca2*
CAT
Crmax
CK-18

CuzZnSOD-SOD1

Aciklamalar

Santimetre
Desilitre

Dakika

Gram

Uluslararasi1 Birim
Kilogram
Miligram

Mililitre

Nanomol

Aciklamalar

Adiposit yag asidi baglayici protein
N(1)-asetil-N(2)-formil-5-metoksikinuramin
Alanin aminotransferaz
N1-asetil-5-metoksikinuramin
a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit
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Bilgisayarl tomografi

Karbonik anhidraz
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Sitozolik stperoksit dismutazl
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ECSOD-SOD3
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GGT
GLP-1
GPx
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H>0-
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HDL
HSD17B13
IL-6

LDL
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MnSOD-SOD2
MPO
MRG
NADPH
NaxHPO4
NAS
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NAYKH
NO

02"

OH:

5°,5’- Ditiobis 2-Nitrobenzoik asit
Hiicre dis1 stiperoksit dismutaz 3

Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Dairesi

Fibroblast blylimu faktori 21
Gama-aminobditirik asit

Gamma glutamil transferaz
Glukagon benzeri peptid-1

Glutatyon peroksidaz
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Non-alkolik Yagli Karaciger Hastalig1 Aktivite Skoru
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PIVENS Pioglitazone vs Vitamin E vs Placebo for Treatment of
Non-Diabetic Patients With Nonalcoholic Steatohepatitis
(Non-alkolik Steatohepatiti Olan Diyabetik Olmayan
Hastalarin Tedavisinde Pioglitazon, Vitamin E ve

Plasebonun Karsilastirilmasi)

PNPLAS3 Patatin-benzeri fosfolipaz domain-igeren 3
PPAR-y Peroksizom proliferator-aktive edici reseptér gama
RNT Reaktif azot tirleri

ROT Reaktif oksijen turleri

SAF Steatoz Aktivite Fibroz

SOD Superoksit dismutaz

a-TOH o-Tokoferol

T2DM Tip 2 diyabetes mellitus

TBA 2-Tiyobarbiturik asit

TBARS Tiyobarbitlrik asit reaktif maddeler

TCA Trichloroacetic asit

TLR Toll benzeri reseptor

TMG6SF2 Transmembran 6 superailesi lyesi 2

TNF-a Tumor nekroz faktori-a

TONIC Treatment of Nonalcoholic Fatty Liver Disease in

Children (Non-alkolik Yagh Karaciger Hastaliginin
Cocuklardaki Tedavisi)

TPM Topiramat

UDKA Ursodeoksikolik asit
USG Ultrasonografi

VKIi Viicut kitle indeksi

VLDL Cok diisiik yogunluklu lipoprotein



1. GIRIS

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi (NAYKH) asir1 alkol tiikketmeyen hastalarda
karacigerde yag birikimi olarak tanimlanabilir. NAYKH prevalansi yetigkinlerde yaklasik
%20-30'dur [1,2]. Obez bireylerde ise NAYKH goriilme sikligi %80’in tizerindedir [3].
NAYKH ifadesi basit steatozdan steatohepatit (non-alkolik steatohepatit; NASH), fibroz ve
klinik sonuglartyla birlikte siroza kadar genis bir yelpazeyi kapsar [1]. NAYKH'in
patofizyolojisinde obezite ve oksidatif stres basta olmak (zere genetik faktorler, diyet,
fiziksel inaktivite, instlin direnci, lipid metabolizmasindaki degisiklikler, lipotoksisite,
bagirsak mikrobiyotasinin disbiyozu ve endokrin faktorler dahil ¢ok sayida faktor rol oynar
[4]. Yapilan ¢alismalarda NAYKH/NASH olusturulan gonullilerde oksidatif stres

belirteglerinde artis ve antioksidan parametrelerde azalma bildirilmistir [5,6].

Non-alkolik yagli karaciger hastaliginin hepatositlerde neden oldugu oksidatif strese karsi
antioksidan tedavilerin olumlu etkilerini gosteren g¢alismalar mevcuttur [3,5,6]. Yapilan

calismalarinda E vitamininin karacigerdeki oksidatif stresi azalttigi bildirilmistir [7—11].

Topiramat (TPM), esas olarak epilepsi tedavisinde kullanilan bir ilagtir [12]. Buna ek olarak
migren profilaksisi ve obezite tedavisinde kullanimi i¢in de FDA onay1 bulunmaktadir
[13,14]. TPM’nin oksidan-antioksidan denge (zerinde degisken etkileri oldugu
bilinmektedir. Literatirde TPM’nin oksidatif stresi azaltip, antioksidan parametreleri
arttirdigini rapor eden c¢alismalar mevcuttur [15-17]. Ancak bunlarin aksine, daha az sayida

da olsa TPM’nin oksidatif stresi artirdigini rapor eden ¢aligmalar da mevcuttur [18,19].

TPM’nin farkli dokularda oksidan-antioksidan sistemler Uzerindeki etkileri arastirilmis olsa
da karacigerde oksidan-antioksidan sistemler tizerindeki etkisi bugiine kadar ¢alisilmamistir.
TPM’nin saglikli karaciger dokusu {izerindeki oksidan-antioksidan etkinligi dahi
bilinmezken; obezite tedavisinde kullanilan bir ilag olmasi, obezitedeki yiuksek NAYKH
siklig1 ve NAYKH patofizyolojisinde oksidatif stresin rolii goz oniine alindiginda bu ilacin
karacigerde oksidan etki gostermesi durumunda kullaniminin hasari1 daha artiric1 sonuglara
yol agabilecegi dngoriilebilir. Dolayist ile TPM’nin hem saglikli karaciger dokusunda hem
de yagli karaciger lizerinde oksidan-antioksidan sistemi nasil modiile ettiginin bilinmesi ¢ok

onemlidir.



Biz aragtirmamizda hem normal hem de NAYKH olusturdugumuz sigan karacigerinde
TPM’nin oksidan-antioksidan sistemler tizerine etkilerini arastirmay1 amagladik. Bu amagla
planladigimiz ¢alismanin hipotezini “NAYKH olusturulan si¢anlarda TPM karaciger
dokusunda antioksidan etkilidir” olarak kurduk. Bunun &tesinde s6z konusu olabilecek
muhtemel antioksidan etkiyi kiyaslamak amaciyla antioksidan etkinligi bilinen vitamin E

grubunu ¢alismamiza ekledik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger Anatomisi, Histolojisi ve Fizyolojisi

2.1.1. Karaciger anatomisi

Insan karacigeri diyafragmanm hemen altinda abdominal bosluga yerlesmistir [20].
Karaciger sag hipokondriyak ve epigastrik bolgededir ve sol hipokondriyuma dogru uzanir.
Inferiorda duodenum, transvers kolon, sag bobrek, sag siirrenal bez ile, medialde ise
6zofagus ve mide ile komsudur [21]. Karaciger, viicudun deriden sonra en biiyiik organi ve
bezidir. Yaklasik agirhigi 1,5 kg’dir [20]. Karacigerin birbirine hemen hemen esit sag ve sol
loblar1 vardir. Bu loblar falsiform ve teres ligamentleri ile birbirinden ayrilir. Daha kiiciik
captaki kaudat lob karacigerin visseral yiizeyinde yer alir. Loblar Glisson kapsuli ile
cevrilidir [22]. Karacigerin islevsel birimi olan lobuller birka¢ milimetre uzunlugunda, 0,8-
2 mm capinda ve silindirik yapidadir. Insan karacigerinde yaklasik 50.000-100.000 adet
lobiil bulunur [23] (Sekil 2.1).

Lig. coronarium Area nuda
Lig. triangulare hepatis
dextrum

Lig. triangulare
sinistrum

Appendix
fibrosa hepatis

Lobus hepatis sinister
Lig. falciforme
epatis

hep.

Lobus hepatis dexter Lig. teres hepatis

Margo inferior
hepatis

Vesica biliaris

Sekil 2.1. Insan karaciger anatomisi

Karacigerin kanlanmasini iki 6nemli damar saglamaktadir. Bunlar a. hepatica propria ve v.
porta hepatistir. Karacigere arteryel kan a. hepatica propria tarafindan getirilirken, besin
maddelerinden zengin vendz kan ise v. porta hepatis tarafindan getirilir. A. hepatica propria
karaciger kanlanmasinin %20’sini saglarken v. porta hepatis %80’ini saglamaktadir. Bu iki
damarin interlobuler dallar1 ve safra kanallarinin interlobiiler dallar1 spatium interlobulare

hepatis (Kiernan aralig1) adli karaciger lobiillerinin kdselerinin birlestigi yerde portal triadi



olustururlar. V. porta hepatisin dallar1 ve a.hepatica proprianin interlobiiler dallari
siniizoidlere agilir. Boylece siniizoidlere hem arteryel kan hem de portal vendz kan gelmis

olur [24].

Karacigerin lenf damarlar1 iki grupta toplanir. Yiizeyel grup lenf damarlari; v. cava
inferior’un terminal kisminda yer alan nodi hepatici ve nodi coeliaci lenf nodiilllerine drene

olur. Derin grup lenf damarlari ise nodi hepatici’ye drene olur [24].

Karacigeri inerve eden parasempatik sinir lifleri truncus vagalis anterior ve truncus vagalis

posteriordan, sempatik sinir lifleri ise n. splanchnicus majérden gelir [24].

Calismamizda kullanilan sigan karacigeri ise dort ayri lobdan olusur: sol lateral lob (lobus
hepatis sinister lateralis), orta (veya median) lob, sag lob (lobus hepatis dexter) ve kaudat
lob (lobus caudatus). En biiyiik lob orta lobdur. Sol lateral lob harig¢ diger loblar alt béliimlere
ayrilir. Sol lateral lob epigastrik bdlgenin sol kisminda ve sol hipokondriyak bolgede yer
almaktadir. Orta lob ise hemen diyaframin altina yerlesmistir. Derin bir fissiir (ana fissUr
veya umblikal fissiir) bu lobu iki kisma ayirir: sol ve sag orta lob. Sag orta lob, sol orta lobun
yaklasik 3 kat1 biiyiikliiglindedir. Sag lob vena kava’nin sag tarafina yerlesiktir. Sag lob derin
yatay bir fissiir ile iki kisma ayrilmaktadir: dorsal (veya superior) sag lob ve ventral (veya
inferior) sag lob. Kaudat lob ise sol lateral lobun ventralinde ve vena kava’nin sol tarafina

bulunmaktadir (Sekil 2.2) [25].

kaudat lob

sol lateral lob

sol mediyal lob

Sekil 2.2. Sican karaciger anatomisi



2.1.2. Karaciger histolojisi

Yetiskin karaciger dokusunun yaklasik %80°1 hepatositlerden meydana gelmis parankim
yapisindadir. Geriye kalan %20’lik kisim ise, distan organi saran Glisson kapsiiliinii de
meydana getiren stromadir. Glisson kapsiilil, porta hepatitisten itibaren organ i¢ine dogru
dallanan ve karacigere giren hepatik arterle portal venin damar yoluna ve safra kanallarina
eslik eden bag dokusu seklinde devam eder. Bu ii¢ yapinin dallar1 portal triadi olusturur.
Karacigerin i¢indeki bag dokusu, parankimi yapisal birimleri olan klasik karaciger lobuler

seklinde ayirir [22].

Hepatositler karaciger siniizoidlerinin arasinda diizensiz tabakalar seklinde siralanmis olan
ve yaklasik 20-30 pum capinda polihedral parankim hiicreleridir. Genellikle merkezde
yerlesim gosteren tek ¢ekirdege sahiptirler. Cekirdekleri 6kromatiktir ve bir veya daha fazla
cekirdekgik icerir. Sitoplazmalarinda ¢ok sayida mitokondri, graniillii endoplazma
retikulum, diiz endoplazma retikulum, iyi gelismis golgi cisimcigi, serbest ribozomlar,
lizozomlar ve peroksizomlar bulundurur. Hepatositler siklikla glikojen igerir. Karacigerde

bulunan glikojen miktar1 diurnal bir ritme sahiptir ve kisinin beslenme durumuna baglhidir

[20,22].

Iki hepatositin bitisik oldugu yerlerde hiicreler arasinda safra kanalikiilleri bulunur. Safra
kanal sisteminin ilk kismini bu kanalikiiller olusturur. Cevrede safra kiibik hiicrelerden
olusmus safra kanalciklarina (Hering kanallar1) girer. Daha sonra hepatositleri gecerek portal
alandaki safra kanallarinda sonlanir. Safra kanallar1 giderek genisleyip birleserek sag ve sol

hepatik kanallar1 olustururlar ve en sonunda karacigeri terk ederler (Sekil 2.3) [20].
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Sekil 2.3. Karaciger histolojisi [26]



2.1.3. Karaciger fizyolojisi

Karacigerin baslica islevleri arasinda emilen maddelerin islenmesi; safra asitlerinin sentezi
ve salgilanmasi; bilirubin konjugasyonu ve atilimi; karbonhidratlar, proteinler ve lipidler
dahil olmak {izere temel besinlerin metabolizmasina katilim; ve atik driinlerin

detoksifikasyonu ve atilimi yer almaktadir [27].

Karacigerin islevleri

Safra olusumu ve salgilanmasi: Karbonhidratlarim ve proteinlerin aksine, lipidler suda
¢coztinmedikleri icin sindirim ve emilim i¢in araci1 bir maddeye ihtiya¢ duyarlar. Safra, ince

bagirsakta lipidlerin sindirimi ve emilimi igin gereklidir [27].

Karaciger biliyer sistemin bir parcasidir. Karacigerin hepatositleri, safra bilesenlerini stirekli
olarak sentezler ve salgilar. Safranin bilesenleri safra tuzlari, kolesterol, fosfolipitler, safra
pigmentleri, iyonlar ve sudur [27]. Safra asitleri, kolesterol metabolizmasinin son iiriinleri
olarak hepatositler tarafindan iiretilir. Kolesterol, safra asidi olusumuyla sonuglanan bir dizi
enzim tarafindan segici olarak metabolize edilir [28]. Karaciger, safra tuzlarini olusturmak

i¢in safra asitlerini glisin veya taurin amino asitleriyle birlestirir [27].

Hepatositlerde yapilan safra kanalikiillere salgilanir ve oradan da safra kanallarina geger.
Safra, safra kanallarindan karacigerden disar1 akar ve depolandigi safra kesesinde biriktirilir.
Safra kesesinden daha sonra su ve iyonlar geri emilerek safra tuzlar1 konsantre edilir. Safra,
koledok kanal1 yoluyla duodenuma ulasir. Bu yol Oddi sfinkteri ile kontrol edilir. Sfinkter
kasildig1 zaman ortak safra kanalinin safra akimina direnci yiiksektir ve sonugta safra keseye
gider. Sfinkter gevsedigi zaman safra ortak hepatik kanala akar ve duodenuma dogru ilerler

[29].

Detoksifikasyon: Karaciger hem toksik maddelerin kan dolagimina girisini sinirlar hem de
potansiyel olarak toksik metabolik Grlnleri atilabilecek kimyasal formlara dontistiirlr. Diger
tiim organlardan farkli olarak, karacigere gelen kanin biiyiik bir kismi ven6z kandir ve bu da
bagirsaklardan portal ven yoluyla saglanir. Bu nedenle, karaciger sadece emilen besinleri
degil, ayn1 zamanda ilaglar ve bakteriyel toksinler gibi potansiyel olarak zararli molekiilleri

de alacak sekilde konumlanmaistir.



Karacigerin, portal dolasimdan  kaynaklanan  maddeleri  uzaklastirdigi  ve
metabolize/detoksifiye ettigi iki seviye vardir. Bunlardan ilki fizikseldir. Karacigere gelen
kan, Kupffer hiicreleri olarak bilinen makrofaj hiicreleri arasinda siiziiliir. Bu hiicreler
fagositiktir ve normal kosullarda dahi portal dolasima girebilen bakterilerin
temizlenmesinde énemlidir. Ikinci savunma seviyesi ise biyokimyasaldir. Hepatositler, hem
endojen hem de eksojen toksinleri metabolize eden ve modifiye eden genis bir enzim
dizisine sahiptir, boylece Urlnler genel olarak suda daha fazla ¢o6zinir ya da bagirsak
tarafindan geri alima daha az duyarli hale getirilir [28]. Bu metabolik reaksiyonlar genel
olarak iki sinifa ayrilir: Faz | reaksiyonlar organik molekiillerin oksidasyonu igin sitokrom
P450 enzimlerini kullanir. Bu reaksiyonlar ilaglarin biiyiik kismini1 metabolize eder. Faz I
reaksiyonlar ise maddeleri glukuronid, siilfat, amino asitler veya glutatyon ile konjuge eden
fazdir. Bu yolla iirlinler filtre edilmek ve bobreklerden atilmak iizere sistemik dolasima

serbestlenir veya sonunda atilmak {izere safra ile ince bagirsaga salgilanir [28,29].
Metabolizma

Karbonhidrat metabolizmasi: Karaciger karbonhidrat metabolizmasinda merkezi bir rol

oynar, karbonhidratlarin bilinen biitiin metabolik yollar1 karacigerde gergeklesebilir. Diyet
ile alinan diger karbonhidratlar1 glukoza cevirir, glukoneogenez yolu ile aminoasitler ve
laktattan glukoz sentezler, glikojeni sentezleyerek depolar, ihtiyag durumunda glikojen
yikimi veya glukoneogenez ile sentezlenen glukozu kana vererek kan glikuzunu
diizenlenmesini saglar. Ayrica glukozdan sentezledigi glukaronik asidi detoksifikasyon

islemlerinde kullanir [23].

Yag metabolizmasi: Karaciger lipid metabolizmasi bakimindan da en aktif dokudur.

Kendisinin karbonhidrat ve aminoasitlerden sentezledigi yag asitlerini trigliseridlere
cevirerek VLDL yapisina katar. Kolesterol sentezinin en aktif oldugu dokudur. Reseptor
aracili olarak plazmadan lipoproteinleri alir ve tekrar VLDL seklinde salgilar. Yag asitlerini
keton cisimciklerine g¢evirerek beyin ve kalp gibi aerobik dokulara aglik durumunda

alternatif enerji kaynagi temin eder [29].

Protein_metabolizmasi: Karaciger hiicresi, kendisi igin gerekli proteinlerin sentezine ek

olarak, Ig’ler hari¢ tim plazma proteinlerini (6rnegin albiimin, pihtilasma faktorler) de
sentezler. Karaciger yetmezligi olan kisilerde hipoalbiiminemi ve pihtilasma bozukluklar

gelisir. Karaciger ayrica protein katabolizmasinin bir yan {irlinli olan amonyag1 daha sonra



idrarla atilan iireye dontistiirtir [27]. Karacigerin protein metabolizmasindaki bir diger gérevi

aminoasitlerin yikimi ve sentezidir [23].

Vitamin metabolizmast. Karacigerin vitaminleri depo etme 6zelligi vardir. A, D, E, K ve B12

vitaminlerinin ana deposu karacigerdir. Karacigerde en fazla depo edilen vitamin A
vitaminidir. A vitamini eksikligini on ay gibi uzun bir siire énlemeye yetecek kadar A
vitamini depo edilebilir. D vitamini eksikligini G¢-dort ay onleyecek kadar, B12 vitamini
eksikligini ise en az bir yil Onleyecek kadar depo edebilir [23]. Depo gorevine ek olarak
karaciger D vitamini sentezinde de rol almaktadir. Karacigere gelen kolekalsiferol (D3)
burada 25-hidroksikolekalsiferole (25-OHD3; kalsifediol) dontstiiriiliir. 25-OHD3 daha
sonra bobreklerde 1,25 OHD3’e gevrilerek aktif vitamin D olusturulur [30].

Bilirubin metabolizmasi: Retikuloendotelyal sistem (RES) yaslanmis kirmizi kan hiicrelerini

isler. Hemoglobin RES tarafindan yikildiginda, yan iiriinlerden biri biliverdindir (yesil
renkli), bu da bilirubine (sar1 renkli) donistiriiliir. Bilirubin daha sonra dolasimdaki
alblimine baglanir ve hepatositler tarafindan alindig1 karacigere tasinir. Hepatik
mikrozomlarda bilirubin, UDP glukuronil transferaz enzimi araciligiyla iki adet glukuronik
asit ile konjuge edilir. Konjuge bilirubin suda ¢6ziiniir ve bir kism1 idrarla atilir. Konjuge
bilirubinin geri kalani safraya ve daha sonra safra yoluyla ince bagirsaga salgilanir. Konjuge
bilirubin, bakteriyel enzimler tarafindan dekonjuge edildigi ve bazilar1 enterohepatik
dolasim yoluyla emilen ve karacigere geri donen iirobilinojene metabolize edildigi terminal
ileum ve kolona dogru ilerler; geri kalan1 digkiyla atilan Urobilin ve sterkobiline doniistiirtiliir

[27,28].

Kan depo islevi: Karaciger genisleyebilen bir organ oldugu icin, kendi kan damarlarinda
blylUk miktarlarda kan depolayabilir. Hepatik venlerdeki ve hepatik siniislerdeki kan ile
birlikte karacigerin normal kan hacmi 450 mL, yani yaklasik olarak viicudun toplam kan
hacminin %10’u kadardir [23].

Demiri ferritin seklinde depo etmesi: VUcutta, kandaki hemoglobinde bulunan demir disinda,
demirin buyuk bolimi karacigerde ferritin seklinde depo edilir. Karaciger hiicrelerinde,
demirle birlesebilen bir protein olan apoferritin bol miktarlarda bulunur. Boylece, vicut
stvilarinda demir miktar1 artti§i zaman, apoferritinle birleserek ferritini olusturur ve
gerektiginde baska bir yerde kullanilmak (zere hepatik hicrelerde depolanir. Vicut

stvilarinda demir diisiik bir dizeye indiginde ferritin demiri serbestlestirir. Boylece,



karacigerdeki apoferritin-ferritin sistemi bir demir deposu gorevi yaptigi gibi, kan demirinin
tamponu islevini de ydrutar [23].

Immiin islevler: Portal dolasimla besinler bagirsaktan karacigere getirilir. Bagirsak iginde
bulunan bir ¢cok bakteri besinle beraber karacigere ulasir. Karacigerde bulunan Kupffer
hiicreleri karacigere 6zellesmis fagositik makrofajlardir. Bu hiicreler gelen portal dolagimla

gelen bakterileri yok ederler [23,29].

2.2. Non-alkolik Yagh Karaciger Hastahig

1849 yilinda Avusturyali bir patolog olan Carl von Rokitansky, karacigerde yag birikimine
bagh olarak siroz olusabilecegi hipotezini ortaya koymustur. Yagl karacigerde hepatit ise
ilk kez 1962 yilinda Heribert Thaler tarafindan tanimlanmis ve 1980 yilinda Jurgen Ludwig
ve arkadaglar tarafindan non-alkolik steatohepatit kavrami terminolojiye kazandirilmigtir.
Daha kapsamli bir tanim olan non-alkolik yagli karaciger hastaligi (NAYKH) terimi ise 2002
yilindan sonra kullanilmaya baslanmistir. Zamanla, kiiresel obezite salginina paralel olarak

NAYKH’1n insidansi ve prevalansi ¢arpict bigimde artmigtir [31].

saglikh karaciger

Resim 2.1. Normal ve yagl karaciger goriintiisii

yagh karaciger

NAYKH, asir1 alkol tiikketmeyen hastalarda karacigerde yag birikimi olarak tanimlanir [1].
Asirt alkol tiiketimi ile kast edilen miktar erkekler i¢in giinde iki standart ickiden fazlasi
(140 gr etanol/hafta), kadinlar i¢in ise gilinde bir standart ickiden fazlasidir (70 gr
etanol/hafta) [32]. NAYKH’1 metabolik sendromun hepatik belirtisi olarak kabul etmek de
mumkundir.  Bununla  birlikte, metabolik sendrom bulunmadan da NAYKH
gorilebilmektedir [33].
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NAYKH i¢in minimum histolojik tan1 kriteri hepatositlerin en az %5’inde lipit birikimi
gortlmesidir [32]. NAYKH, karaciger biyopsisi veya goriintilleme yontemleri ile tespit
edilmis karacigerdeki asir1 yaglanmayi tanimlayan c¢ati bir tanidir [34]. NAYKH basit
steatozdan, hepatositer hasar ve inflamasyonun da bulundugu steatohepatite (non-alkolik
steatohepatit; NASH), fibroz ve klinik sonuglariyla birlikte siroza kadar genis bir yelpazeyi
kapsar [1].

NASH, hepatoseliiler hasar ve nekroinflamasyonun varligi ile karakterize, karaciger sirozu
ve yetmezligine ilerleyebilen, NAYKH i bir alt kiimesini temsil eder [32]. NASH’de
steatozun yani sira hepatositlerde balon dejenerasyonu, sitoplazmalarinda Mallory
cisimcikleri ve degisik derecelerde fibroz bulunmaktadir [34]. NASH'li hastalarda siroz ve

karacigerle iligkili 6liim riski belirgin sekilde artmistir [35].

2.2.1. Epidemiyolojisi

NAYKH prevalans: yetiskinlerde %20-30'dur ve bu rakam sanayilesmis lilkelerde daha
yiksektir [1]. Obezlerde NAYKH insidans1 %80-100'e kadar ¢ikmaktadir [3].

Younossi ve arkadaglarinin 2016 yilinda yayinladiklar, 22 iilkeden yaklasik 8,5 milyon
vakay1 kapsayan 86 ¢alismanin dahil edildigi meta-analizde NAYKH’1n kiiresel prevalansi
%25,24 olarak rapor edilmistir. En yliksek prevalansa sahip bolgelerin Orta Dogu ve Giliney
Amerika oldugu belirtilirken, en diisiik prevalansa sahip bdlgenin ise Afrika oldugu
belirtilmistir. Yine bu meta-analizde tip 2 diabetes mellitusun (T2DM) %22,51,
hiperlipideminin %69,16, hipertansiyonun %39,34, metabolik sendromun %42,54 ve
obezitenin %51,34 oraninda NAYKH’a eslik ettigi ortaya konulmustur [2]. Bununla birlikte
NAYKH’1n gorilme sikligi obez veya diyabetik olmayan bireylerde de yaygindir. Nitekim
Kim ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢caligmada obez veya diyabetik olmayan eriskinlerde NAYKH
prevelansini %23,4 olarak bulmuslardir [36].

Dogrulama i¢in karaciger biyopsisi gerektirmesi nedeni ile genel popiilasyonda NASH
prevalansim1  tahmin etmek zordur. Genel olarak, Bati popiilasyonlarinda NASH
prevalansinin %3 ile %10 arasinda oldugu tahmin edilmektedir [37]. Amerika Birlesik
Devletleri’'nde popiilasyonun iicte birinde NAYKH, yaklasik %2-5’inde NASH oldugu
tahmin edilmektedir [38].
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Etiyolojisi bilinmeyen ve belirte¢ negatif (enfeksiydz, metabolik, otoimmiin veya herediter
karaciger hastaliklar1 i¢in serum belirtegleri negatif olan; alkol veya hepatotoksik ilag
kullanimi1 6ykiisi bulunmayan), kronik karaciger fonksiyon testi yiiksekligi olan hastalar
incelendiginde en olasi histolojik tani, kimi zaman fibrozun da eslik ettigi karacigerin yagh

metamorfozudur [39].

Pediyatrik populasyon incelendiginde ise Japonya’da yapilan bir ¢alismada ¢ocuklarda
NAYKH prevalansinin %2,6 oldugu ve 6 yasindan itibaren NAYKH goriilebildigi
belirtilmistir [40]. italya’da yapilan bir diger ¢alismada ise obez gocuklarda bu rakamimn
%53’e kadar ¢iktig1 ortaya konulmaktadir [41].

S6z konusu bu oranlar cinsiyete 6zgii farkliliklar da sergilemektedir; 6rnegin premenopozal

kadinlara kiyasla erkeklerde NAYKH gelisme riski onemli 6l¢iide daha yiiksektir [3].

2.2.2. Risk faktorleri ve etiyolojisi

NAYKH i¢in sik karsilasilan risk faktorlerine bakildiginda obezite ilk sirada yer alirken ve
bunu T2DM, dislipidemi ve metabolik sendrom takip etmektedir. Agir obezite nedeniyle
bariatrik cerrahi geciren hastalarla yapilan bir ¢alismada, NAYKH prevalansi %90'nin
tizerinde bulunmus ve hastalarin %5 kadarinda daha onceden siiphe edilmemis siroz
goriilmiistiir [42]. T2DM hastalari iizerinde yapilan bir ultrasonografi ¢alismasinda ise
NAYKH prevalansi bu kitle igin %69,4 olarak rapor edilmistir [43]. Baska bir ¢alismada ise
204 adet T2DM hastasina ultrason yapilmis ve bunlarin 127°sinde yag infiltrasyonu
gozlenmistir; NAYKH gozlenen hastalarin 90’1 karaciger biyopsisine onam vermis ve
bunlarin %87’sinde NAYKH histolojik olarak dogrulanmistir [44]. NAYKH'l1 hastalarda
serum trigliserit seviyeleri yiksek bulunurken, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL)
seviyeleri genellikle diisiik tespit edilmektedir. Dislipidemili bireylerde NAYKH
prevalansinin %50 oldugu tahmin edilmektedir [42,45].

NAYKH igin yas, cinsiyet ve etnik koken de birer risk faktoriidiir. NAYKH prevalansinin
yasla birlikte arttigin1 gésteren ¢aligmalar bulunmaktadir. Ayni zamanda, hastaligin ilerlemis
fibroza veya 6lume ilerleme olasiligt NAYKH'" olan yaslh hastalarda daha yiiksektir. Erkek
cinsiyetin de NAYKH i¢in bir risk faktorii oldugunu belirten birgok ¢alisma mevcuttur [42].
Ornegin, genel saglik taramasi yaptiran 26.527 kisinin sonuglar1 iizerinden yapilan bir

calismada NAYKH prevalansi erkeklerde %30,94 iken kadinlarda %15,65 olarak tespit
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edilmistir [46]. NAYKH n beyazlara kiyasla hispaniklerde daha sik, siyahlarda ise daha az
goriildigi de bildirilmektedir [47,48].

NAYKH ile iliskili diger durumlar total parenteral niitrisyon, akut aglik, abdominal cerrahi
(genis ince bagirsak rezeksiyonu, biliopankreatik diversiyon ve jejunal bypass gibi) ve bazi
ilaglarin (amiodaron, tamoksifen, glukokortikoidler, sentetik Ostrojenler, diltiazem, aspirin,
metotreksat, yiksek duzeyde aktif antiretroviral tedavi) kullanimidir. NAYKH ayni
zamanda hepatit C, HIV, hipobetalipoproteinemi, lipodistrofi, hipopituitarizm, hipotalamik
obezite, Weber-Christian sendromu, gebeligin akut yagli karacigeri, Reyes sendromu ve
Mauriac sendromu ile de iligkilidir [33]. Organik ¢ozlcllere mesleki maruziyetin NAYKH
gelismesinde rol oynayabilecegini belirten [49] ve polikistik over sendromlu kadinlarda

NAYKH prevalansinin artmis olabilecegini belirten [35] ¢alismalar mevcuttur.

NAYKH, farkl risk faktorlerinin birikiminin bir sonucu olarak yillar i¢inde gelisir. Bu risk
faktorlerinin arasinda degisen derecelerde genetik yatkinliklar ve genetik olmayan faktorler
bulunmaktadir. Beslenme aligkanliklari, diyetin miktar1 ve bilesimi, fiziksel hareketsizlik,
kronik stres ve yasam tarzi, hastaligin ciddiyetini belirleyen genetik olmayan baslica

faktorlerdir [38].

NAYKH’da hastaligin genetik etkenlerini arastiran ¢ok sayida arastirma yapilmistir [31].
Ornegin 22. kromozomda bulunan ve adiponutrin geni olarak da bilinen patatin-benzeri
fosfolipaz domain-iceren 3 (PNPLA3) geninde olan rs738409 C>G (llel48Met)
polimorfizminin NAYKH ile kuvvetli derecede iliskili bir genetik varyasyon oldugu
bilinmektedir. Rotman ve arkadaslarinin biyopsi ile dogrulanmisg 1117 NAYKH hastasi ile
yaptiklar1 ¢alismada, PNPLA3 rs738409 G allelinin steatoz, portal inflamasyon, lobiiler
inflamasyon, NAS ve fibroz ile iligkili oldugu ve pediatrik hastalarda hastaligi erken
prezentasyonu ile iliskili oldugu ortaya konulmustur [50,51]. NAYKH 1n beyazlara kiyasla
hispaniklerde daha sik gozlendigi ve bu durumun hispanikler arasinda da degisiklik
gosterdigi goriilmistiir. Meksika kokenli hispaniklerde NAYKH prevalanst %33 iken, Porto
Riko kokenlilerde %18 ve Dominik Cumhuriyeti kdkenlilerde %16°dir. Bu farkliligin nedeni
ise Meksika’da PNPLA3 polimorfizminin gorece daha sik olmasi olabilir. Benzer sekilde
Japonya ve Giiney Kore gibi bazi iilkelerde de PNPLA3 rs738409 G alleli gorece daha sik
gozlenmektedir. Afroamerikalilarda ise bu siklik daha azdir [31,52,53]. Bu genin driind olan

PNPLA3 enzimi, hepatositlerdeki yag damlaciklarinin lipolizini diizenlemektedir ve s6z



13

konusu riskli allelin varyanti, normal proteozomal yikima direncli olur ve dolayisiyla yag

damlaciklarinda birikir ve lipoliz etkilenir [31].

Genetik yatkinlik olusturan durumlara baska bir 6rnek 17-p-hidroksisteroid dehidrogenaz 13
(HSD17B13) enzimidir. 17-B-hidroksisteroid dehidrogenaz enzim ailesi esas olarak seks
hormon metabolizmasinda gérev yapmakta iken bu ailenin bazi iiyeleri kolesterol ve yag
asidi metabolizmasinda da anahtar rollerde bulunmaktadir. Son yillarda biyolojik
fonksiyonu bilinmeyen HSD17B13 enziminin fare ve insanlarda karacigere 0zgii lipit
damlacigi iliskili bir protein oldugu ortaya konulmustur. HSD17B13"in hepatik asir
ekspresyonu, karacigerde lipit birikimine neden olur. Nitekim NAYKH’l1 fare ve insanlarda
HSD17B13"in ekspresyonunun upregiile oldugu bulunmustur [54]. Abul-Husn ve
arkadaslarinin 2018 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, HSD17B13'teki bir fonksiyon kaybi
varyantinin, kronik karaciger hastaligi ve steatozdan steatohepatite ilerleme riskinin

azalmasiyla iliskili oldugu ortaya konulmustur [55].

Transmembran 6 siperailesi Uyesi 2 (TM6SF2) ve zara bagli O-asiltransferaz alani igeren
protein 7 (MBOAT?7) genlerindeki polimorfizmler de NAYKH i¢in risk olusturmaktadir
[56,57]. 19. kromozomda bulunan TM6SF2’nin rs58542926 varyanti artmis hepatik
triglisterit icerigi ve NAYKH ile iliskilidir. Ayn1 zamanda bu varyant NAYKH hastalarinda
ilerlemis hepatik fibroz ve siroz ile de iligkilidir [58]. MBOAT7 nin rs641738 varyanti ise
NAYKH igin risk olusturmasinin yani sira NAYKH’l1 hastalarda artmis fibroz ile de
iliskilidir [57].

2.2.3. Patofizyolojisi

Karaciger lipid metabolizmas1 bakimindan en aktif dokudur. Kendi sentezledigi veya
dolagimdan aldig1 yag asitlerini trigliseridlere ¢evirerek VLDL seklinde dolagima salgilar.
Plazma lipoprotein metabolizmasinda rol alir, aglik durumunda veya insiilin eksikliginde
yag asitlerini keton cisimlerine oksitleyerek dolasima birakir. Karaciger parankim
dokusunda yiiksek oranda yag bulunduran bir doku degildir. Hepatositlerde trigliserit
birikmesi bir ektopik lipit birikimi seklidir ve bu da hepatik steatoz olarak adlandirilir [59].
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Insanlarda NAYKH'n patogenezi olduk¢a karmasiktir ve bu alanda her biri birbiriyle
etkilesime girebilen birgok faktor vardir (Sekil 2.4). Dahasi, bazi risk faktorleri daha az veya
daha ¢ok belirgin olabilir ve zamanla bunlar ortaya ¢ikabilir veya kaybolabilir. Su an ig¢in,
benzer risk faktorlerine sahip bazi hastalarin bir kisminda neden yag birikimi gelismedigi,
digerlerinde ise steatoz ve steatohepatit gelistigi tam olarak anlagilamamistir. NAYKH'n

patogenezi her hastaya 6zgiin goriinmektedir, ancak risk faktorleri muhtemelen aynidir [38].

Viseral ektopik yaglanma, inflamasyon, T2DM

l l

intestinal Disbiyozis Hiperinstlinemi - Adipokinler
Genetik Faktorler

. Beslenme
' Obezite
Lipotoksisite
. Fibrozis
Steatozis .
Siroz

Oksidatif stres
insiilin direnci

Sekil 2.4. NAYKH patofizyolojisi

NAYKH'n patogenezini agiklamak i¢in glinlimiizde en ¢ok kabul edilen model “cift vurus
hipotezi”’dir [37]. Bu modelde “ilk vurus” hepatik steatoza yol agmaktayken, “ikinci vurus”
hepatik lezyonun temelinde oksidatif stres ile nekroinflamasyondur. insiilin direnci ve bunu

takiben hiperinsiilinemi, her iki vurustan da sorumlu olabilir [32].

Cift vurus hipotezi

NAYKH patogenezindeki ¢ift vurus hipotezinde bahsedilen “ilk vurus” steatoz ve insulin
direncini icermektedir. Insiilin direnci, lipolizin artmasina neden olur ve bu da yag

dokusundan serbest yag asitlerinin saliniminin artmasiyla hepatositlerde asir1 trigliserit
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birikimine yol agar. Ayrica hiperinsiilinemi, mitokondriyal oksidasyon yerine trigliserit
olusumunu destekler [32]. Protein-enerji malnitrisyonu, jejunoileal bypass ve parenteral
natrisyon gibi durumlar ise karacigerin lipoprotein sentezini etkileyip ve lipit salinimin

inhibe ederek karacigerde trigliserit birikimine neden olur [37].

Adipoz doku

-, Saglikl karaciger
\éQ\J
‘ ~"insiilin direnci l

Oksidatif stres
ER stresi

inflamatuar yolak
aktivasvonu

1. vurug

birikimi peroksidasyonu 2. VU s

b o '.“.
:e;..sﬁ o2
»

Sekil 2.5. Cift vurus hipotezi. "Ilk vurus" hepatik steatoz, "ikinci vurus" inflamatuar aracilar
ile artan oksidan stres

Obezite

Beslenme aliskanliklar ile ¢evresel ve genetik faktorler, insiilin direncinin gelismesine,
adiposit proliferasyonu ile obeziteye ve bagirsak mikrobiyomunda degisikliklere neden
olabilir [1].

NAYKH'l1 ¢ogu hastada insilin direnci gézlenmektedir. Hatta obez olmayan ve oral glukoz
tolerans testi normal olan NAYKH’I1 hastalarda dahi insiilin direnci gériilmiistiir. Insiilin
direnci, periferal lipolizin, trigliserit sentezinin ve karaciger tarafindan yag asitlerinin
almimin artis1 ile iliskilidir ve bunlarin timi hepatik yag birikimine katkida bulunur.
Adipokinler esas olarak insiilin direnci iizerindeki etkileriyle NASH gelisiminde rol

oynamaktadirlar [37].

“Ikinci vurus” etmenleri ise artmis oksidatif stres ve lipit peroksidasyonu, mitokondriyal
disfonksiyon, sitokin/adipokin dengesinde bozukluk, serbest yag asitleri kaynakli
lipotoksisite, hepatik kolesterol birikimi, bagirsak kaynakli lipopolisakkaritler ve immiin

sistemin aktivasyonu olabilir [38].
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Serbest yag asitleri, serbest kolestrol ve diger lipit metabolitleri lipotoksisite olusturup
mitokondriyal disfonksiyona ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ile oksidatif strese, ayrica

endoplazmik retikulum stresine yol acarlar [1].

Beslenme igerikleri (yag ve fruktoz gibi) dahil birtakim faktorler sonucu bagirsak florasinda
ve yapisinda meydana gelen degisiklikler, bagirsakta daha fazla yag asidi iiretimine, ince
bagirsak gecirgenliginin artisina ve dolayisiyla artmis yag asidi ve bakteri kaynakli
lipopolisakkaritlerin (LPS) emilimine yol agar. Kan LPS seviyelerinde diyete bagh artis,
metabolik endotoksemi olarak da bilinir. Yag asitleri ve dolasimdaki bu molekiillerdeki artis,
inflamatuar yolaklarin aktivasyonuna ve IL-6 ve TNF-o gibi proinflamatuar sitokinlerin
salimimina katkida bulunurlar [1,60]. Olusan bu diisiik dereceli inflamasyonda Toll benzeri
reseptorlerin (TLR) de rolii bulunmaktadir. Ornegin bir LPS reseptorii olan TLR4’iin
inaktivasyonunun ve bagirsak mikrobiyotasin1 diizenlemek amaci ile verilen prebiyotikler
ile probiyotiklerin kemirgenlerde fruktoz kaynakli hepatik steatozu diizelttigi ortaya
konulmustur. Bunlara ek olarak, bagirsak bakterileri, NAYKH’da durumun basit steatozdan
NASH'e ilerleyisini de kolaylastirabilir [60]. Ornegin farelerde yapilan bir ¢alismada dzel
bir diyet ile bagirsak mikrobiyotasinin disbiyozu saglanmis ve bunun sonucu olusan
bakteriyel iirtinler TLR4 ve TLRY uyarimi saglayarak, NASH’e ilerleyisi saglayan TNF-

o’nin saliimini arttirmistir [60,61].

2.2.4. Histopatolojisi

Karaciger biyopsilerinden alinan histolojik 6rneklerin incelenmesi steatoz, nekroinflamatuar
degisiklikler ve fibrozun derecesini dogru bir sekilde degerlendirmek icin altin standart

yontemdir ve bu sekilde NAYKH derecelendirilebilir [38].

NAYKH’1n histolojik incelenmesinde kabul edilen iki skorlama sistemi vardir; Non-alkolik
Steatohepatit Klinik Arastirma Agi (Nonalcoholic Steatohepatitis Clinical Research
Network; NASH CRN) tarafindan ortaya konulan NAYKH Aktivite Skoru (NAS) ve
Avrupa Yagh Karaciger Ilerleme Engellemesi Konsorsiyumu (Fatty Liver Inhibition of
Progression; FLIP Consortium) tarafindan ortaya konulan Steatoz Aktivite Fibroz (SAF).
Her ikisi de steatoz, lobiiler inflamasyon ve hepatoseliiler balonlagsmay1 inceler. SAF ayrica

fibroz evresini de inceler [31].
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Karacigerdeki yaglanma ¢ogu zaman makrovezikiilerdir ancak bazen mediovezikiiler
yaglanma da goriilebilir. Makrovezikiiler yaglanmada neredeyse tiim hepatositi dolduran ve
cekirdegi kenara iten biiyiik bir lipit vakuolii bulunmaktayken mediovezikiiler yaglanmada
sitoplazmada bir veya daha fazla sayida daha kiigiik lipit vakuolii bulunur. Sitoplazmada ¢ok
sayida kiigiik lipit vakuoliiniin bulundugu ve hiicrenin kopiiksii bir goriiniim aldig1
mikrovezikiiler yaglanma ise oldukga nadirdir. Yaglanma siklikla perisantral bolgede (zon
3) gorilerken bazen tiim asiniiste esit dagilmis olarak da gorilebilir. Hastalik siroza
ilerledik¢e yaglanmanin dagilimi diizensizlesebilir ve yaglanma azalabilir. Hatta son evre

sirozda yaglanma kismen veya tamamen kaybolabilir [62].

NAS skorlamasinda steatoz, hepatoseliiler balonlagma ve lobiiler inflamasyon evrelerinin
toplamu ile toplamda 0 ila 8 arasinda bir puan elde edilir. Steatozun evresi 0’dan 3’e kadar

degismektedir (S0-S3).

Normal karacigerde (S0) hepatositlerin %5’inden daha azinda yaglanma

Evre 1 steatozda (S1) %S5 ila %33 hepatositte yaglanma

Evre 2 steatozda (S2) %34 ila %66 hepatositte yaglanma

Evre 3 steatozda (S3) ise hepatositlerin %66’sindan fazlasinda yaglanma bulunur.

Hepatoseliiler balonlasma 0 ile 2 arasinda, lobiiler inflamasyon ise O ile 3 arasinda
evrelendirilir. Bu skorlama sisteminde fibrozun derecesi goz oniinde bulundurulmaz. NAS’1
5 veya daha fazla olan vakalarda ¢ogu zaman tan1t NASH iken skoru 3’ten az olanlar NASH

olarak degerlendirilmez [63].

SAF (Steatoz, Aktivite, Fibroz) skorlamasinda da steatozun evresi 0’dan 3’¢ kadar
degismektedir (S0-S3). Steatozun evrelendirilmesi NAS’ta oldugu gibidir (<%S5, %5-%33,
%34-%66, >%66). Yine bu skorlama sisteminde hepatoseliiler balonlasma ve lobiiler
inflamasyon da ayr1 ayr1 0 ile 2 arasinda evrelendirilir ve aktivite skoru bu iki degerin
toplanmasi ile belirtilir (A0-A4). Fibroz derecesine gore de 4 evre bulunmaktadir (FO-F4)
ve F4 sirozu temsil eder [62,64].

SAF skorlama sisteminde S1-3 olan hastalarda evre 1 balonlagmasi ve evre 1 veya 2 lobiiler
inflamasyonu olanlar ile evre 2 balonlagsmasi ve evre 1 veya 2 lobiiler inflamasyonu olanlar

NASH olarak, digerleri basit steatoz olarak degerlendirilir. Ek olarak, NASH tanisindan
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bagimsiz olarak hastaligin histolojik ciddiyeti aktivite ve fibroz skorlarina gore

tanimlanmustir; hafif hastalik (A<2 ve F<2) veya ciddi hastalik (A>2 ve/veya F>2) [64].

Karaciger biyopsisi invaziv bir islemdir ve isleme bagli kanama ve hatta 6liim dahil bir takim
komplikasyon risklerini barindirmaktadir. Islemin maliyetli olmas1 da dezavantajdir. Bir
diger dezavantaj ise ornekleme hatasidir. Ornegin, Ratziu ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada, karaciger biyopsiSi preparatinda kdpriilesme fibrozu olan hastalarin %35'inde
diger preparatta ya hafif diizeyde fibroz olabilecegi ya da hi¢ fibroz olmayabilecegi rapor
edilmistir. Bunlara ek olarak, NASH tanis1 konusunda patologlar arasinda tam bir birlik de

yoktur [31,65].
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Nonalkolik yagh karaciger hastalig: (NAYKH)

Nonalkolik yagh karaciger (NAYK) Nonalkolik steatohepatit (NASH)

Yalnizca yaglanma Hafif lobiiler inflamasyon ile Lobiiler inflamasyon ve hiicresel
yaglanma balonlagma ile yaglanma

Hastaligin ilerleyisi

Hastaligin ilerleyisi igin
risk faktorleri
Diyabet
insiilin Direnci
Hipertansiyon
>5 kg kilo alims

Sekil 2.6. Non-alkolik yagl karacigerin histolojik goriintiisii [66]
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2.2.5. Prognozu

Basit steatozlu hastalarin yaklasik %12-24'Unde 8-13 yil sonra NASH gelistigi tahmin
edilmektedir. Baslangigtaki fibrozun derecesine bagli olarak, NASH hastalarinin da %15-

25'"inde benzer bir siire i¢inde siroz gelismektedir [5].

Basit steatozu olan hastalar genel popiilasyonla benzer yasam beklentisine sahipken, NASH
hastalariin hayatta kalma siiresi, esas olarak kardiyovaskiiler ve karacigerle ilgili

nedenlerden 6tiirii bozulmustur [1].

Klinik olarak NAYKH’l1 hastalar obez olma egilimindedirler ve bunlar arasinda insiilin
direnci ve/veya T2DM, dislipidemi, hipertrigliseridemi ve hipertansiyon siktir. Tiim bu
durumlar kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in birer risk faktoriidiir. Bu faktorlerden dolayi
kardiyak olaylara bagli 6liimler NAYKH hastalar1 i¢cin dnde gelen 6liim nedenlerinden
biridir. Hatta NAYKH’l1 hastalarda kardiyovaskiiler mortalitenin insidansi karaciger iligkili
mortaliteden ylksektir [2].

2.2.6. Klinik ve laboratuvar bulgular:

NAYKH'lh hastalarin ¢ogu asemptomatiktir ve semptomlar ortaya ¢iktiginda genellikle
spesifik degildir. Sik goriilen sikayetler yorgunluk ve karin sag ist kadraninda belirsiz
rahatsizlik hissidir [59]. Siklikla palpe edilebilen biiylimiis bir karaciger olmasina ragmen,
fizik muayene dikkat ¢ekici olmayabilir [32]. Hepatomegalinin, hastalarin %75'ine varan bir
kisminda mevcut oldugu sdylenir, ancak belirgin abdominal obezitesi olan hastalarda
fiziksel muayenede tespit edilmesi zor olabilir [34]. Santripetal obezite, hipertansiyon ve
akantozis nigricans gibi instlin direnci ve metabolik sendromun bulgulari bulunabilir
[32,34]. Siroz gelismesi halinde palmar eritem, spider anjiyom, jinekomasti veya belirgin
ust abdominal venler fizik muayenede saptanabilir. Dekompanse sirozu olan hastalarda ise
bu bulgular daha belirgin hale gelir ve sarilik, asit, tirnak degisiklikleri, splenomegali veya

asterixis gibi ek bulgular mevcut olabilir [66].

NAYKH’nin laboratuvar bulgular1 da genellikle non-spesifiktir [34]. Ancak Mandal ve
arkadaslarinin yaptiklar1 calismada ALT degerinin NAYKH i¢in daha belirleyici oldugu
bildirilmistir [67]. NAYKH hastalarinda gamma glutamil transferaz (GGT) degerinde artis
ise ilerlemis fibroz ve genel mortalitede artis ile iligkilidir [68,69]. GGT ayni zamanda
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NAYKH'da hepatik steatozu ve fibrozu saptamak icin kullanilan yagl karaciger endeksi ve
FibroTest panellerinin de bir bilesenidir [68]. Karaciger fonksiyon testleri yararli olmakla
birlikte, duyarlilik ve 6zgulliKkleri zayiftir. Morbid obez hastalarda, NAYKH'in tiim
spektrumlarinda (ilerlemis NASH ve hepatik siroz dahil) aminotransferaz diizeyleri normal
olabilir [32].

ALT ve AST seviyelerinin dl¢lilmesinin NAYKH tanisina katkida bulunmasinin énemli bir
yolu, ALT/AST oranini hesaplamaktir. ALT degerinden daha yiiksek bir AST degeri, alkolik
karaciger hastalifin1 veya herhangi bir nedenden kaynaklanan sirozu diistindiirtiirken, AST

degerinden daha yiiksek bir ALT degeri, NAYKH varligini diisiindirttir [34].

Son yillarda NAYKH/NASH tanis1 ve basit steatoz ile NASH arasinda ayrim yapabilmek
igin bir takim biyobelirtegler onerilmistir. Bu belirteglerin baginda serum sitokeratin-18
(CK-18) fragmani gelir; bu belirte¢ NASH'in karakteristik bir 6zelligi olan hepatoseliiler
apoptozun derecesini yansitir. Bir diger belirte¢ fibroblast biiytime faktorii 21 (fibroblast
growth factor 21; FGF21)’dir. Insan karacigerindeki FGF21 mRNA ekspresyonu steatoz
derecesi ile artar ve serum seviyesi NAYKH hastalarinda anlamli 6lgiide daha yiiksektir.
Ucgiincii bir belirte¢ olan adiposit yag asidi baglayici protein (adipocyte fatty acid binding
protein; AFABP) ise adipositler ile makrofajlar arasindaki etkilesimde rol oynar ve bu
etkilesim sonucunda inflamasyon ve insiilin direnci ortaya ¢ikar. CK-18 ve FGF21’¢e kiyasla
AFABP’nin tanisal dogruluk orani daha diisiiktiir. Bu ii¢ biyobelirte¢, NAYKH ve NASH
patogenezinin farkli yonlerini yansittigindan, daha iyi bir teshis dogrulugu elde etmek i¢in

bunlar1 birlikte kullanmak anlamli olabilir [70].

2.2.7. Goruntuleme yontemleri

Ultrasonografi (USG), bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans goriintiileme

(MRG) yontemleri karacigerdeki yaglanmanin saptanmasinda kullanilabilir [59].

Abdominal USG, en sik kullanilan ve daha az maliyetli bir goriintiileme yontemidir ve orta
ila siddetli steatozu teshis etmek igin kullanilabilir [59]. Steatozun %33’ten fazla oldugu
vakalarda duyarliligi %93’diir. Ancak steatozun %30’dan az oldugu vakalarda duyarlilig
zayiftir [66]. Ornegin Dasarathy ve arkadaslarmin yaptiklar calismada steatozun %20’den
az oldugu vakalarda USG’nin duyarlilig1 %43, 6zgiinliigii %73 olarak bulunmustur [71].

USG’nin tanisal kapasitesi steatozun derecesi arttikca artar ancak hepatik yag miktarinin
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kesin olglimii ve basit steatoz ile steatohepatit arasinda ayrim yapmak bu yontem ile
mumkin degildir [59].

BT gorintileme, hastalardaki steatozu USG’ye kiyasla daha iyi bir sekilde tespit edebilir.
Yagla infiltre olmus hepatositlerin miktarinin 6l¢iilmesi i¢in, karaciger ve dalak arasindaki
gri skala farki Hounsfield Unitesi cinsinden 6lgiilebilir. Bu 6l¢iim, yagla infiltre hepatosit
yuzdesi ile iyi korelasyon gosterir. Steatoz i¢in kontrastli BT’ nin kontrastsiza kiyasla

duyarlilig1 ve 6zgilliigii daha diistiktiir [59].

Yagli karacigerin degerlendirilmesinde kullanilabilen bir diger yontem MRG’dir ve
cogunlukla kullanilan teknik ayni-faz (in-phase) ve karsi-faz (opposed-phase) kimyasal sift
MRG’dir. Her ne kadar anatomik goriintiiler olusturan bir yontem olmasa da, proton MR

spektroskopisi, yagl karacigerin degerlendirilmesi igin en kesin non-invaziv yontemdir [72].

2.2.8. Tedavisi

Non-farmakolojik tedaviler

Giinliimiizde yagsam tarz1 degisikligi, NAYKH/NASH’1 olan hastalar i¢in kabul edilen ilk
basamak tedavidir. Yasam tarzi degisikligi ile kast edilen cogu zaman kalic1 kilo kaybinin

saglanmasi ve egzersiz miktarinin arttirilmasidir [73].

Son yillarda, NAYKH'!n kontrolii i¢in ideal oldugu diisiiniilen birka¢ diyet modeli
Onerilmistir. Bu 6neriler arasinda en ¢ok vurgulanan diyet Akdeniz diyetidir. Akdeniz diyeti,
ilk olarak 1960'larin baglarinda Amerikali bir fizyolog olan Ancel Keys tarafindan tarif
edilmistir. Bu diyet genel olarak kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser riskini azaltmada
etkili olan, saglikli bir diyet olarak kabul edilmektedir. Akdeniz diyetinin NAYKH'l1
hastalarda faydali etkileri bir¢ok arastirma ile ortaya konulmustur [73-75]. Hatta Akdeniz
diyeti tiiketen hastalarda kilo kaybindan bagimsiz olarak hepatik steatozun azaldigi ve

insiilin duyarliliginin arttig1 belirtilmistir [74].

Promrat ve arkadaslarinin yaptiklari randomize kontrollii calismada yasam tarzi degisikligi
(diyet, egzersiz ve davranigsal degisiklikler) uygulanan NASH’li hastalarda 48 haftada vicut
agirliklarinin ortalama %9,3 azaldigi, NAS’larinda iyilesme oldugu ve kilo kaybi yiizdesi ile
NAS’taki iyilesmenin anlamli 6lgiide korele oldugu ortaya konulmustur [76]. Vilar-Gomez
ve arkadaglarinin histolojik olarak dogrulanmig NASH’li hastalarda yaptiklar1 prospektif



23

calismada oOzellikle viicut agirliklarinin %10 veya daha fazlasin1 kaybetmeyi basaran
hastalarda basta fibroziste azalma olmak tizere kayda deger histolojik diizelmeler gozlendigi

rapor edilmistir [77].

Kilo kaybinin hiz1 da tedavide onem tasimaktadir; Luyckx ve arkadaslarinin yaptiklar
calismada gastroplasti uygulanan obez hastalarda meydana gelen hizli kilo kaybinin hepatik

steatozu azalttig1 ancak inflamatuar lobiiler hepatit insidansini arttirdig1 bildirilmistir [78].

Fiziksel aktivitede artis, NAYKH hastalarina biiytlik 6l¢iide fayda saglamak i¢in bagimsiz
bir potansiyele sahiptir. Egzersizin, hepatik lipogenezi azaltarak ve karacigerden yag
mobilizasyonunu artirarak intrahepatik lipit igerigini azaltmaya ydnelik etkili bir yontem
oldugu belirtilmektedir [73,79]. NAYKH'l1 yetiskinlerde tek basina egzersiz, hepatik
steatozu azaltabilir, ancak karacigerdeki diger histolojik degisiklikleri iyilestirme yetenegi
bilinmemektedir [42]. Slentz ve arkadaslar1 aerobik egzersizin, direng egzersizine gore

hepatik steatozda daha fazla azalma sagladigini rapor etmislerdir [80].

NAYKH’1 olan hastalar i¢in izin verilen alkol miktar1 i¢in genis ¢apta kabul géren bir 6neri
bulunmamaktadir, ancak ¢ogu klinisyen, alkoliin tamamen kesilmesi ila haftada en fazla bir

ickiye (10-20 gr etanol/hafta) kadar degisen bir tiiketim onermektedir [34].

Farmakolojik tedaviler

Yasam tarzi degisikligi basarili olmadiginda veya yetersiz kaldiginda, insiilin direnci,
oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz gibi sorumlu mekanizmalar1 hedefleyebilecek

farmakolojik tedaviler kullanilabilir.

Belirtildigi gibi oksidatif stres, NAYKH'"i patofizyolojisindeki anahtar bilesenlerdir ve bu

oksidatif strese karsi1 savasan antioksidanlar NAYKH'in tedavisinde kullanilabilirler.

E vitamini, yagda ¢oziilebilen bir antioksidandir ve 6zellikle lipit peroksidasyonu kaynakli
oksidatif stresten koruyucudur [81,82]. E vitamini, serbest radikalleri inaktive etmesi, lipit
peroksidasyonunu azaltmasi ve boylece hepatik inflamasyonu baskilamasi amaciyla
NAYKH’l1 hastalarda kullanilabilmektedir [73]. PIVENS (Pioglitazone vs Vitamin E vs
Placebo for Treatment of Non-Diabetic Patients With Nonalcoholic Steatohepatitis)
calismasinda biyopsi ile kanitlanmis NASH'i olan non-diyabetik hastalarda pioglitazon ve E

vitamininin karaciger histolojisi {izerindeki etkileri plasebo ile karsilastirilmistir.
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Gergeklestirilen bu ¢ok merkezli, randomize kontrollii ve ¢ift-kor ¢alisma sonucunda E
vitaminin serum ALT ve AST degerlerinde azalmay1 sagladigi, hepatik steatozu azalttigi,
lobiiler inflamasyonu azalttig1 ve histolojik iyilesme sagladigi ortaya konulmustur [83]. Bu
calismaya benzer sekilde, baska bir ¢cok merkezli, randomize kontrollii ve ¢ift-kor ¢alisma
olan TONIC (Treatment of Nonalcoholic Fatty Liver Disease in Children) ¢aligmasinda
NAYKH'li ¢ocuklarda ve adolesanlarda E vitamininin ve metforminin etkisi
degerlendirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda ise, plasebo ile karsilastirildiginda, E vitamini
alan grupta hepatoseliiler balonlasmada ve NAS’ta iyilesme oldugu, NASH tablosunda
gerileme oldugu ortaya konulmustur [84]. Bu bilgiler 1s181inda giincel kilavuzlar, biyopsi ile
NASH’li oldugu dogrulanmis non-diyabetik hastalara 800 [U/giin E vitamini kullanilmasini
onermektedir [42,73]. Ancak, Klein ve arkadaslarmin yaptiklari randomize kontrolli
calismada giinliik 400 IU E vitamini alan erkeklerde prostat kanseri riskinin arttig1 da g6z

ontinde bulundurulmas1 gerekmektedir [42,85].

E vitamini disinda, NAYKH/NASH tedavisinde su an igin baska higbir farmakolojik
miidahale yaygin olarak onerilmemistir. Her ne kadar baska tedavi rejimlerini tavsiye eden
calismalar bulunsa ve devam eden klinik c¢aligmalar olsa da, bu rejimlerin heniiz

onaylanmadigini ve tavsiyelerin su an i¢in gii¢lii kanitlara dayanmadigini belirtmek gerekir

[73].

E vitamininin NASH’te yarattig1 bu olumlu etkiye benzer 6zellik gosterecek bagka ajanlarin
bulunmasi i¢in arayiglar devam etmektedir. Cunningham ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir
calismada ratlarda NASH olusturulmus ve antiinflamatuar ve antioksidan 6zelliklere sahip
bir polifenol olan kurkumin verilmistir. Caligma sonucunda kurkumin tedavisinin
hepatoseliiler inflamasyonu, steatozu, NAS’1, AST ve alkalen fosfatazi azalttig1 ortaya

konulmustur. Bu agidan kurkuminin gelecek vaat etmesi olasidir [3].

Orlistat bir enterik lipaz inhibitori olup bagirsaktan yag emiliminin inhibisyonunu saglar ve
ayni zamanda obezitenin de tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Orlistatin bu etkilerinden
dolay1 NAYKH’1n tedavisinde etkili olup olmayacagi agisindan incelenmistir. Zelber-Sagi
ve arkadaslarinin gergeklestirdikleri randomize kontrollli ¢alismada yasam tarzi
degisikligine ek olarak orlistat veya plasebo verilen NAYKH hastalar1 karsilagtirilmais;
orlistat alan hastalarda kilo kaybina ek olarak plaseboya kiyasla serum ALT degerlerinde ve
USG’de steatozda anlamli azalma saptanmistir. Ancak ¢aligmaya katilan hastalarin énemli

bir ¢ogunluguna takiplerinde ikinci bir karaciger biyopsisine onam vermemis olmalar
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nedeni ile karaciger histolojisi tizerindeki etkisi degerlendirilememistir [86]. Diger taraftan,
Harrison ve arkadaglariin gergeklestirdikleri baska bir randomize kontrollii ¢alismada
kalori kisitlamasina ve E vitaminine ek olarak orlistat verilen ve verilmeyen NASH’li
hastalar karsilagtirilmis; orlistat alan grup ile almayan grup arasinda kilo kaybinda, karaciger
enzim degerlerinde veya karaciger histolojisinde anlamli bir fark gézlenememistir [87].

Gortldiigii tizere orlistat kullanimi1 hakkinda geligkili sonuglar bulunmaktadir.

Insiilin direnci NAYKH’in patogenezinde anahtar rol oynayan etkenlerden biridir, bu
sebeple insiilin duyarlastirict ilaglardan metformin NASH'li hastalarda denenmis ve
aminotransferazlar ve karaciger histolojisi lizerindeki etkisini arastiran ¢esitli ¢alismalar
yapilmigtir. Ornegin Shields ver arkadaslarmin ve Omer ve arkadaslarmin yaptiklari
calismalarda metforminin aminotransferazlar ve karaciger histolojisi iizerinde anlamli bir
etkisinin olmadigi gosterilmistir [88,89]. Bu bilgiler 1s181nda, kilavuzlar tarafindan NASH'li
yetiskinlerde karaciger hastaligi i¢in spesifik bir tedavi olarak metformin énerilmemektedir
[42].

Aragtirmalara konu olan bir diger insiilin duyarlastirici ila¢ grubu da thiazolidinedionlardir.
Thiazolidinedionlar, ki giinlimiizde en ¢ok kullanilanlarinin basinda pioglitazon gelir,
peroksizom proliferator-aktive reseptér gama (peroxisome proliferator-activated receptor
gamma; PPAR-y) aktivatorleridir ve giiniimiizdeki baslica endikasyonu T2DM’dir [90].
Belfort ve arkadaglarinin gergeklestirdikleri randomize kontrollii ¢alismada bozulmusg
glukoz toleransi veya T2DM’si olan NASH’li hastalarda diyete ek olarak verilen 45 mg/giin
pioglitazon ile plasebo karsilagtirilmis; pioglitazon alan grupta aminotransferazlarda
diizelme, hepatik insiilin duyarliliginda artis, hepatik steatozda azalma, balonlasma
nekrozunda ve inflamasyonda azalma gozlenmistir [91]. Benzer sekilde Aithal ve
arkadaslarinin gergeklestirdikleri randomize kontrollii ¢alismada da non-diyabetik NASH’11
hastalarda yasam tarzi degisikligine ek olarak verilen 30 mg/giin pioglitazon ile plasebo
karsilagtirilmis; pioglitazon alan grupta histolojik olarak hepatoseliiler hasarin ve fibrozun
azaldig1 ortaya konulmustur [92]. Ayrica daha 6nce de bahsettigimiz PIVENS ¢aligmasinda
da 30 mg/giin pioglitazon alan NASH’li hastalarda E vitaminine benzer sekilde serum ALT
ve AST degerlerinde azalma, hepatik steatozda ve lobuler inflamasyonda azalma
gozlenmistir [83]. Bu bilgiler 15181nda Amerikan Gastroenteroloji Dernegi’nin NAYKH tani

ve tedavi kilavuzunda, biyopsi ile NASH’i oldugu dogrulanmis hastalara pioglitazon
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verilebilecegi belirtilmis, ancak pioglitazonun NASH hastalarinda uzun vadeli giivenlilik ve

etkinliginin belirlenmedigi hatirlatilmistir [42].

T2DM tedavisinde kullanilan, inkretin bazli bir tedavi olan glukagon benzeri peptid-1
(Glucagon-like peptide-1; GLP-1) reseptor agonistlerinin NASH’li hayvan modellerinde
karaciger enzimlerini azalttigi ve karaciger histolojisini diizelttigi goOsterilmistir. 2016
yilinda yayinlanan Lira-NAFLD calismasinda kontrolsiiz T2DM hastalarina bir GLP-1
analogu olan liraglutid verilmis; liraglutid tedavisi sonucu hepatik yag iceriginin azaldig1
ortaya konulmustur. Yine 2016 yilinda yayinlanan, cok merkezli ve randomize kontrollii bir
calisma olan LEAN c¢alismasinda liraglutidin NASH’li hastalarda histolojik iyilesme
sagladigi rapor edilmistir [93,94].

NAYKH/NASH hastalari, kardiyovaskiiler hastaliklar agisindan yiiksek risk altindadirlar ve
kardiyovaskiiler hastaliklar bu hasta grubunda en yaygin 6liim nedeni olarak belirlenmistir.
NAYKH ile yakin iliskili olan dislipidemi de kardiyovaskiiler risk olusturan Gnemli
durumlardan biridir. Statinler, dislipideminin tedavisinde kullanilan 6nemli ajanlardan
biridir ancak giivenilirlik endiseleri nedeni ile bazi klinisyenler bu ajanlarin NAYKH da
dahil olmak {izere kronik karaciger hastaligi olan hastalarda kullanimlar1 konusunda
cekingen davranmaktadir. Yapilan ¢aligmalar statinlerin karaciger hastalig1 olan hastalarda
giivenli oldugunu ve NAYKH dahil kronik karaciger hastalig1 olan hastalarin, olmayanlara
kiyasla statin kaynakli ciddi karaciger hasar1 i¢in daha yiiksek risk altinda olduklarina dair
bir kanit olmadigini ortaya koymustur. Literatlr Statinlerin karaciger fonksiyon testlerini ve
histolojisini diizeltebilecegini one siiren kiigiik capta calismalar mevcut olsa da statinlerin
NASH’in tedavisinde kullanilabilirligini arastiran, histolojik sonlanim noktali randomize
kontrollii c¢aligmalar bulunmamaktadir. Bu veriler 1siginda statinler, NAYKH/NASH
hastalarinda dislipidemiyi tedavi etmek i¢in kullanilabilir. Ancak histolojik sonlanim
noktasina sahip randomize kontrollii ¢alismalar etkinliklerini kanitlayana kadar, statinlerin

NASH'i tedavi etmek i¢in kullanimi 6nerilmemektedir [42].

Dogal safra asitlerinden biri olan ve hepatoprotektif etkileri oldugu bilinen ursodeoksikolik
asitin (UDKA) de NASH tedavisinde kullanilabilecegi one siiriilmiis olsa da Lindor ve
arkadaslarinin yaptiklart randomize kontrollii ¢alismada UDKA’nin NASH’li hastalarda
hepatik steatoz veya karaciger histolojisi iizerine plaseboya kiyasli anlamli bir etkisi

olmadig1 ortaya konulmustur [95].
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Yokohama ve arkadaglarinin yaptiklari bir calismada, bir anjiyotensin II reseptor antagonisti
olan losartanin NASH’li hastalarda hepatik yildiz hiicrelerini inaktive ederek hepatik fibrozu

azaltabileceginden bahsedilmistir [96].

Pentoksifilin, NASH’in patogenezinde rol oynadigi varsayillan TNF-o’nin giiglii bir
inhibitoriidiir. Pentoksifilin ile yapilan kisith ve kiigiik capli ¢alismalarda, NASH’de
pentoksifilin tedavisinin serum transaminaz degerlerinde ve inflamasyon belirteclerinde
azalma sagladigi belirtilmistir. Pentoksifilin ¢alismalar1 yan etkileri (baslica bulanti ve

kusma) nedeniyle sinirl kalmistir [37].

Her ne kadar yukarida bahsedilen farmakolojik tedaviler ve diger denenmekte olan tedaviler
giiniimiizde farkli kliniklerde kullaniliyor olsa da aslinda E vitamini dahil olmak Uzere
tedavide etkinlikleri diigiiktiir [66]. Bununla birlikte s6z konusu arastirmalarin daha sik
olarak NASH’li hastalarda yapildig1 da g6z oniinde bulundurulmalidir. Dolayistyla NAYKH

tedavisine yonelik arayislar glinimuzde hala devam etmektedir.

2.3. Serbest Radikaller, Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Sistemleri

2.3.1. Serbest radikaller

Dis orbitallerinde paylasilmamis elektron (ikinci bir elektronla eslesmemis) igeren
maddeler, radikal olarak adlandirilir. Radikaller bu nedenle son derece reaktif olup, diger

kimyasal tiirlerden elektron almak veya kovalent olarak baglanmak {izere reaksiyona girerler
[97-99].

Serbest radikaller 3 genel mekanizma ile olusurlar [100]:

1. Normal bir molekilden kovalent bagin homolitik boliinmesi
2. Normal bir molekiilden tek elektron kaybi

3. Normal bir molekiile tek bir elektron eklenmesi

Uygun kosullarda her kimyasal maddenin radikal formu olusabilir. Biyolojik sistemler s6z
konusu oldugunda, radikal denince akla siklikla oksijen radikalleri gelir. Bunun hakh

gerekcesi, canlilarda aerobik ortamda ¢ok sayida enzimatik ve enzimatik olmayan yollarla
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oksijen radikallerinin bolca iiretilmesidir. Ayrica herhangi bir yolla diger elementlerin
(karbon, nitrojen, kiikiirt) iizerinde radikal formlar olustugunda, aerobik ortamda bu
radikaller hizla oksijen ile tepkimeye girerler ve radikal 6zellik (paylasilmamis elektron)
oksijene aktarilir [101].

Serbest radikaller, farkli biyokimyasal slrecler icin gereklidir ve aerobik canlilarin ve
metabolizmanin énemli bir pargasini temsil eder [100]. Diger taraftan eslesmemis elektron
lipid, DNA niikleotid ve koenzimler gibi bir ¢cok biyolojik moleklle tepkimeye girerek hasar
da olusturabilir [98,99].

Reaktif oksijen tlrleri (ROT) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) terimleri sirasiyla oksijen ve

nitrojenin reaktif radikal ve radikal olmayan turevlerini ifade eder [97].
2.3.2. Reaktif oksijen turleri

Reaktif oksijen turleri, oksijenden tdretilen bir dizi kimyasal olarak reaktif molekli
icermektedir [102] (Sekil 2.7). Aerobik organizmalarda verimli enerji Gretimi igin oksijen
gereklidir ancak hiicresel enerji metabolizmasinin ve oksijen tiikketiminin asir1 artmas,

hiicrelerde ROT iiretimine neden olmaktadir [103].

Insan vicudunda bulunan baslica oksijen radikalleri ve olusum mekanizmalar1 Cizelge
2.1’de verilmistir [101].

Cizelge 2.1. Viicutta en ¢ok olusturulan oksijen radikalleri ve olusum mekanizmalar1 [101]

Radikal Tur Bagslica Olusma Mekanizmast

Superoksit (O27) Oksijenin tek elektronla indirgenmesi

Hidroksil radikali (OH) H202’ye tek elektron transferi

Hidroperoksil radikali (HOO) Stiperoksitin proton baglamasi

Singlet oksijen ('O2) Oksijene enerji transferi, dismutasyon tepkimeleri
Karbon merkezli radikal (R-) Hidroksil radikali ile hidrojen ¢ikarilmasi
Organik hidroperoksit (ROOH)  Peroksil radikalinin indirgenmesi

Peroksi radikali (ROO) Karbon merkezli radikalin oksijenle tepkimesi
Alkoksil radikali (RO) Hidroperoksitlere tek elektron transferi

Hidrojen peroksit (H20,) Radikal degil, hidroksil radikali dnciilii

Ozon (0O3) Radikal degil, hidroksil radikali 6nculii
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Dioksii Stiperoksit Peroksit Oksijen Oksit
IoKsljen radikali iyonu iyonu iyonu
3 e .- e 2- e 3- - e 2-
0, 0, 0; 0, 0 o
l lH* l 2H" 2H" lH* le*
'0, HO, Hz0, H,O  OH' H,0
Singlet Peroksil Hidrojen Su Hidroksil Su
oksijen radikali peroksit radikali

Sekil 2.7. Reaktif oksijen tlrlerinin Gretimi [104]

Stperoksit Radikali: Stperoksit radikali fizyolojik kosullar altinda genellikle bir oksitleyici

ajandan ziyade hafif bir indirgeyici gibi davranan orta derecede reaktif bir radikaldir. Bunun
nedeni, siiperoksitin, baska bir biyolojik molekiilden ikinci bir elektronu kabul etmektense
elektronunu vermeye daha yatkin olan bir anyon olmasidir [105]. Superoksit hticre zarindan
kolayca gegemez, kisa omiirliidiir ve etkisi lokaldir. Ancak sliperoksit dismutaz superoksiti
daha uzun 6mdirlu ve zarda yayilabilen hidrojen peroksite donistiiriir [106]. Sliperoksit

radikalinin tretildigi baslica mekanizmalar sunlardir:

e Fagositozda (fagozomda fagosite edilmis partikiiliin yikiminda)

¢ Hemoglobinin oksijenasyonu ve deoksijenasyonu sirasinda (HbO2 —» Oz~ + MetHb)

e Mitokondrideki elektron transport sisteminde (Kompleks I ve Koenzim Q’dan oksijene
elektron kacgagi ile)

e (Cok sayidaki enzimatik tepkimelerde (6rn. oksidazlar, hidroksilazlar)

e Aerobik ortamda biyomolekillerin otooksidasyonunda (6rn. tiyoller, hemoproteinler,
cesitli koenzimler)

e Ksenobiyotiklerin metabolizmasinda (sitokrom p450 sisteminde)

Hidrojen peroksit (H202): Radikal yapi icermeyen bir oksitleyici ajandir. Biyolojik

membranlardan gecebilmesi nedeniyle olduk¢a onemlidir. Oksijenin iki elektronla
indirgenmis formu olan peroksi anyonunun (O27) iKi protonu baglamasi ile olusur. Hidrojen
peroksitin ana kaynagi siiperoksitlerdir. Notrofillerin fagozomlarinda bulunan bir enzim
olan miyeloperoksidazin etkisiyle H202, hipokloroz asit (HOCI) gibi daha reaktif ROT

molekdllerinin tretiminde kullanilir. Oksitleyici bir ajan olmasinin nedeni viicutta hidroksil
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radikali olusumundaki ana 6nciil olmasidir. Antioksidan savunma sistemlerinden katalazlar,

glutatyon peroksidazlar ve peroksiredoksinler tarafindan uzaklastirilir [102].

Hidroksil radikali (OH): Biyomolekiillerle giiglii reaktivitesinden dolayr OH:, biyolojik

sistemlere diger ROT lara kiyasla daha zararlidir. Hidroksil radikali, metal iyonlar (demir ve
bakir) tarafindan katalize edilen reaksiyonlarla hidrojen peroksitten olusur. Bu reaksiyonlara
Fenton ve Haber-Weiss tepkimeleri denilir [102]. Sulu ortamda iyonlastirici radyasyon

tarafindan olusturulan hidroksil radikali bilinen en reaktif kimyasal tiirdiir.
H20: + Fe*? — > OH- + OH" +Fe*3 (Fenton tepkimesi) (1)

Demir yerine indirgeyici ajan olarak slperoksit de hidrojen peroksite elektron vererek

hidroksil radikali yapimini katalizleyebilir:

Oz + H202 ——— > 02+ OH- + OH" (Haber-Weiss tepkimesi) (2)

2.3.3. Nitrik oksit ve reaktif nitrojen oksit turleri

Oksijen radikallerinden sonra, viicutta en ¢ok tretilen radikal nitrik oksittir (N=0). Ancak
oksijen radikallerinin aksine, nitrik oksit tumtyle enzimatik olarak retilir. Nitrik oksitte
paylasilmamis elektron aslinda nitrojen atomu lizerindedir. Fakat bu molekiilde bulunan
oksijen daha elektrofilik oldugundan, paylagilmamis elektron delokalize olur, iki element
arasinda adeta rezonans yapar. Bu durum nedeniyle nitrik oksitin radikal reaktivitesi

baskilanmustir, diger radikallere gore daha az reaktif ve daha uzun émirludir [107].

Nitrik oksit viicutta nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleri tarafindan arjinin amino asidinden
sentezlenir. Néronal NOS (nNOS) ile endotelyal NOS (eNOS) konstitiitif enzimler olup,
sinyal iletimi amactyla nitrik oksiti sentezlerler. Indiiklenebilir NOS’1n (iNOS) ise patolojik
kosullarda (6rn. enfeksiyonlarda fagositik lokositlerde) sentezi indiiklenir, yiiksek
konsantrasyonlarda NO sentezlenir ve Uretilen NO, oksijen radikalleri ile birlikte patojene
kars1 silah olarak kullanilir. NO olusumuna neden olabilen diger onciiller viicuda disaridan
alinan nitrat ile organik nitro bilesikleridir (bazi ilaglar). Nitrat ve organik nitro bilesikleri
NOS disindaki enzimler tarafindan metabolize edilerek NO onciilii olarak kullanilabilirler

[107].
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Nitrik oksit hedef proteini olan hemoproteinlere baglanarak (6rn. sitoplazmik guanilat
siklaza baglanip aktive ederek) etkisini gosterir. Difiizyonla alyuvarlara giren NO,

oksihemoglobin ile tepkimeye girerek nitrata oksitlenir:
NO + HbO2, ——— > NOs + MetHb (3)

Nitrik oksit oksijenli ortamda stabil degildir. Konsantrasyonu arttiginda (iNOS indiiksiyonu
sonucu ¢ok daha fazla sentezlendiginde), oksijen ile tepkimeye girer ve reaktif nitrojen oksit
tirlerinin (RNOS) olusumuna neden olur. Nitrik oksitin oksidasyonu sonucu peroksinitrit,
nitrojen dioksit, dinitrojen trioksit gibi nitrik oksitten ¢ok daha reaktif tiirler olusur ve bu
turler de biyomolekdllerle tepkimeye girerler. Reaktif nitrojen tiirlerinden kaynaklanan
toksik etki nitrozatif stres olarak adlandirilir. Buradaki stres nitrik oksitin kendisinden degil,
fakat oksitlenmis tiirlerinden kaynaklandigindan, nitrozatif stres aslinda oksidatif stresin bir

pargasidir [107].

2.3.4. Reaktif oksijen turlerinin fizyolojik etkileri

Enfeksiyona karsi savunma

Fagositler aktive oldugunda bakterileri yok etmeye yetecek miktarda ROT uretirler (Sekil
2.8). Buradaki ROT, NADPH oksidaz kompleksi tarafindan olusturulan siiperoksit
radikalidir. Siperoksit radikali, fagozomun asidik kosullarinda iki proton baglayarak
H202’yi olusturur. Bu H202 daha sonra miyeloperoksidaz tarafindan HOCI olusumda
kullanilir. Fagozomlarda olusan yiksek derecede reaktif iki reaktif tir (HOCI ve OH),
fagosit tarafindan yutulan bakteriler i¢in olduk¢a toksiktir ve ROT'un dogrudan
antimikrobiyal etkilerini gosterir [102,106].

Fagazom

NADPH

i Fagosite
NADPH- oksidaz
o s -
kompleksi 2 edilmis partikal

"
= o 2Hoe!
par 2o 0;‘ 2 y

2H*
Proton |
o
NADP*+H*

Sekil 2.8. Fagositik aktivite [101]
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Transkripsiyon faktori aktivitesinin redoks regiilasyonu

ROT, proteinler veya glutatyon (GSH) gibi tiim siilfidril iceren molekiillerin tiyol kisimlarini
oksitleyerek konformasyonunu ve/veya aktivitelerini dogrudan etkileyebilir. Bu tip redoks
diizenlemesi, diger bircok enzimi ve aralarinda protein kinaz C, CaATPase, kollajenaz ve
tirozin kinazlar gibi membran reseptorleri, sinyal iletimi ve karsinojenezde ¢nemli olan
birgok proteini etkiler. Bazi transkripsiyon faktorleri icin ROT, transkripsiyon kontroliiniin
fizyolojik aracilar1 olarak islev goriir. Redoks duyarli transkripsiyon faktorlerinin 1yi bilinen

ornekleri, niikleer faktor kappa B ve aktivator protein-1'dir [102,106].

2.3.5. Reaktif oksijen turlerinin patolojik etkileri

Yiksek konsantrasyonlarda retilen reaktif oksijen turleri biyolojik molekiillerle tepkimeye
girerek onlarin yap1 ve fonksiyonlarinda bozulmaya neden olurlar. Hiicre/organ

fonksiyonlarindaki bu patolojik degisim oksidatif stres diye adlandirilir.

Oksidatif stres

Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ve ortadan kaldirilmasi arasinda bir denge vardir. Buna
Redoks homeostazi denir (Sekil 2.9). 1985 yilinda Sies, prooksidanlar ve antioksidanlar
arasindaki dengenin, prooksidanlarin lehine bozulmast durumunu “oksidatif stres” olarak
tamimlamistir [105]. Daha genis bir ifade olarak oksidatif stres, reaktif oksijen/nitrojen
tiirlerinin (ROT/RNT) varlig1 ile ortaya cikar ve hedef biyomolekiillere yonelik oksidatif
hasara kars1 savunma icin endojen ve/veya eksojen savunma sistemleri olan antioksidan

koruyucu yetenegin yetersiz kalmasindan kaynaklanir. [99,108].

ROT Redoks ROT
Uretimi Homeostazisi Eliminasyonu
Sitokrom X Diger Téff Vitamin
1 nti- C/E
P450 . Y kaynaklar oksidanlar | /
< ONOO
=) ol A
< Q
%, S <
% §& %oy o °
EX Mitokondriyal Q GSH-Px =)

Elektron
Transport
zinciri

Sekil 2.9. Redoks homeostazi
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ROT neden oldugu oksidatif stres lipidler, DNA ve proteinlerde ¢ogu zaman geri doniisii

olmayan fonksiyonel degisikliklere ve hatta tam yikima neden olabilir [104,106].

Oksidatif stresin 100'den fazla hastalikla iligkili oldugu gosterilmistir. Reaktif oksijen
tirlerinin neden oldugu oksidatif hasarin geri doniissiiz ilerlemesi halinde, fizyolojik
islevlerde bozulma, hastalik insidansinda artma ve yasam siiresinin azalma gibi olumsuz
etkiler gozlemlenmektedir [108]. Oksidatif stres ayn1 zamanda tiim major organ/sistemleri
etkiler. Oksidatif stres, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi ve kardiyovaskiiler
hastaliklar dahil olmak iizere birgok farkli hastalikta rol oynamaktadir [106]. Daha genis
bakis acistyla oksidatif stres etkilenen dokuya bagli olarak her tiirden patolojik durumunda
oksijen radikalleri de devreye girebilir. Reaktif oksijen tiirlerinin yapimi patolojik
durumlarin nedeni olabildigi gibi patolojik durumlarin sonucu da olabilirler (diyabet ve

iskemi/reperflizyon hasarlarinda oldugu gibi).

Lipidler Uzerine etkisi: Hiicre zarmi olusturan lipidler, lipid peroksitlerin, ketonlarin ve
aldehitlerin olusumuna yol agan serbest radikal hasarlarina kars1 agiktir. ROT un lipidler
tizerindeki en 6nemli etkisi lipid peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan
son iirlinlerden biri olan malondialdehit (MDA) membran bilesenlerini polimerize ederek ve
¢apraz bag olusumuna neden olarak hiicre yiizeyinin durumunu, iyon transportunu ve enzim

aktivitesini etkilemektedir [99].

Lipid peroksidasyonu

Hidroksil radikallerinin zar lipidleri ile tepkimesi lipid peroksidasyonunu baslatir. Zar
fosfolipidlerindeki polienoik yag asitleri (yapilarinda birden fazla ¢ift bag igerenler)
hidroksil radikaline en duyarli hedeflerdir. Lipid peroksidasyonu zincirleme radikalik

tepkimeler olup basliama, yayilma ve sonlanma asamalarini i¢erir [101].

Hidroksil radikali yag asitlerinin ¢ift bagina komsu metilen grubundan bir hidrojen ¢ikararak
indirgenirken, yag asidi tizerinde karbon merkezli radikal (R) olusur (peroksidasyonun
baslamast). Olusan radikal aninda oksijen ile reaksiyona girdiginde ise peroksi radikali
(ROO) olusur. Peroksi radikali bir diger yag asidinden hidrojen ¢ikarirsa, hidroperoksit
formuna (ROOH) indirgenir. Lipid hidroperoksite demir varliginda bir elektron aktarilirsa

tekrar hidroksil radikali olusur ve yeni bir peroksidasyon tepkimesini baglatir
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(peroksidasyonun yayilmast). Bu ardigik tepkimeler ortamda lipid kalmayincaya kadar,
radikaller birbiri ile tepkimeye girip notralize oluncaya kadar ya da antioksidan sistemlerce
inaktive edilinceye kadar devam eder (peroksidasyonun sonlanmast) [101]. Lipid

peroksidasyonunun mekanizmasi Sekil 2.10°da verilmistir.

= " Konjuge dien
M0 | Lipid radikali
Polienoik yag “oun
aSidi (RH) Ba§|ama Rearrangement
Qma >
Lipid
hidroperoksit
HOO Lipid peroksi
radikali
-

Sekil 2.10. Lipid peroksidasyonunun mekanizmasi [101]

Lipid peroksidasyonu baslatildiktan sonra zincirleme tepkimeler seklinde yayilarak devam
eder ve yuzlerce ara Urun (radikaller, aldehitler, ketonlar, karboniller vs.) ile son Urinler
olusur. Ara iriinlerin de ¢ogu reaktiftir ve devam eden tepkimeler sonunda belirli son
tirtinlere gevrilirler. Lipid peroksidasyonunu baslica son iiriinleri basta malondialdehit olmak
tizere ¢esitli aldehitler (6rn. sitotoksik bir ajan olan 4-hidroksinonenal), metan gibi ucucu
hidrokarbonlar ile karbonillerdir. Vicutta belirli bir anda oksijen radikalleri 6lgimi
miimkiin olmadigindan, ve lipid peroksidayonu sirasinda etkileri amplifiye oldugundan,
lipid peroksidasyonun son iiriinlerinden bir veya bir ka¢inin 6l¢iimii ile canlida iiretilen

oksijen radikalleri diizeyi hakkinda dolayli bilgi elde edilebilir [101].

DNA uzerine etkileri: ROT'un bir diger 6nemli etkisi ise DNA iizerinedir. Basta OH' radikali
olmak lzere ROT elemanlar1 oksidasyon, metilasyon, depurinasyon ve deaminasyon gibi
reaksiyonlarla DNA hasarina neden olabilir. Oksidatif baz modifikasyonlar1 mutasyonlara
neden olabilirken, deoksiriboz kisimlarinin oksidasyonu DNA zincir kirilmalarina neden

olabilir [100]. Eger DNA yapisi bozulur ve DNA onarimi gergeklesmezse replikasyon
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sirasinda mutasyonlar meydana gelebilir. Bu mekanizma, oksidatif strese maruz kalan

bireylerde yiiksek kanser prevalansini kismen agiklayabilir [102].

Proteinler Uzerine etkileri: ROT'un etkilerini gosterdigi bir diger yapi ise proteinlerdir. ROT,
amino asitlerin modifikasyonuna neden olarak c¢apraz baglanmaya, konformasyonda
degisikliklere ve fonksiyon kaybina yol agar. Ayni zamanda ROT amino asitlerin yan
zincirlerini oksitleyerek protein pargalanmasina neden olur. Protein oksidasyon drinleri ve
protein karbonil tlrevleri, amino asit yan zincirlerinin oksidatif modifikasyonlarindan,
reaktif oksijen aracili peptit boliinmesinden ve lipid ve karbonhidrat oksidasyon tiriinleri ile

reaksiyonlardan kaynaklanabilir [100,102].

2.3.6. Antioksidanlar

Serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stres ile bas edebilmek i¢in canlilar ¢esitli
savunma mekanizmalari gelistirmistir. Antioksidan savunma sistemi olarak da bilinen bu
mekanizmalar oksidatif stresin varligi durumunda aktive olan sistemlerdir. Antioksidanlar
olusan oksidatif stresi, DNA mutasyonlarini, karsinogenezi ve hiicre hasarlarina neden olan
diger faktorleri azaltmakla gorevlidir. Epidemiyolojik ¢alismalar antioksidanlarin, kanser ve
diger dejeneratif hastaliklarin insidansini azaltma kabiliyetini kanitlamistir [108].

Antioksidan sistemlerin listesi Cizelge 2.2°de verilmistir.

Antioksidanlar etkilerini su yollarla gosterir [100]:

e Mevcut bir serbest radikali stabilize etmek igin bir elektron vererek (6rnegin a-tokoferol)
serbest radikal olusum zincirini kirma

o Radikal stpurict enzimler (6rnegin siiperoksit dismutaz) araciligiyla serbest radikalleri
dogrudan temizleme

e Endojen antioksidan savunmalar1 yiikseltme (6rnegin katalaz)

¢ Gegis metali katalizorlerini (6rnegin transferrin) selatlanma

e Radikal olusumunu baskilama (6rnegin glutatyon)

e Hasar1 onarmak ve membrani yeniden olusturma



36

Cizelge 2.2. Antioksidan sistemlerin listesi [108]

Enzimatik Antioksidanlar
Superoksit dismutaz (SOD)
Katalaz (CAT)

Glutatyon peroksidaz (GPx)

Nonenzimatik Antioksidanlar
Glutatyon (GSH)
Vitaminler (A, C, E)

Urik Asit
Bilirubin
Melatonin

Sentetik Antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar

Superoksit dismutaz (SOD): Siiperoksit dismutazlar, stiperoksit radikal anyonunu H202'ye
geviren antioksidan enzimlerdir [108,110].

SOD
20 + 2H" @ —— H202 + 02 (4)

Superoksit dismutaz, biyolojik sistemlerin her hiicresinde bulunan, endojen olarak dretilen
en 6nemli hiicre igi enzimlerdendir [100]. SOD, oksijen kaynakli serbest radikallere kars1 ilk
savunma hatt1 gibi goriinmektedir ve oksidatif strese varliginda hizla indiiklenebilir [103].
Karaciger, adrenal bez, bobrek ve dalakta yiiksek diizeyde SOD bulunur [100]. Memelilerde
ti¢ tip SOD tanimlanmustir: sitozolik SOD (CuzZnSOD-SOD1), mitokondriyal SOD
(MnSOD-SOD?2) ve hiicre dis1 SOD (ECSOD-SOD3). Bu SOD'larin oksidasyon-indirgeme
tepkimelerinde aktif merkezlerinde CuZnSOD ve ECSOD igin ¢inko ve bakir ve MnSOD
icin manganez bulunur [102,103,110].
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CuzZnSOD: Homodimeriktir ve sitoplazmada bulunur. CuZnSOD genleri insanlarda 21.
kromozomda ve farelerde 16. kromozomda bulunur. CuZnSOD esas olarak sitozolde
lokalizedir, ancak son ¢alismalar, bu enzimin mitokondride ve siiperoksit anyonlarinin

kompleks I1I'ten salindig1 intermembran boslukta da bulundugunu goéstermistir [110].

MnSOD: Homotetrameriktir ve mitokondride bulunur. Bu enzimin genleri insanlarda
kromozom 6'da ve farelerde kromozom 8'de bulunur. Enzim, proteini mitokondriye
hedefleyen 24 amino asitten olusan bir mitokondriyal lokalizasyon sinyaline sahiptir.
Hedefine ulastiktan sonra sinyal parcasi uzaklastirilir ve olgun protein mitokondri icinde
lokalize olur [110].

ECSOD: Homotetrameriktir ve glikozile edilmis bir CuzZnSOD'dur. ECSOD genleri
insanlarda 4. kromozomda ve farelerde 5. kromozomda bulunur. ECSOD, agirlikli olarak
dokularin hiicre dis1 matrisinde bulunur ve hiicre dis1 olarak iiretilen ROT tarafindan
baglatilan hiicre ve doku hasarin1 6nlemek i¢in gorev alir. ECSOD, pulmoner fibrozis ve

diger hiicre dis1 siiperoksit aracili hastaliklara karsi koruma saglayabilir [110].

Katalaz (CAT): Katalaz, bitki, hayvan ve aerobik bakteri hiicrelerinde bulunan bir enzimdir.
Esas olarak peroksizomlarda bulunan baslica birincil antioksidan savunma enzimlerinden
biridir. Ancak sitoplazmada ve mitokondride de az miktarlarda bulunur. Karaciger, bobrek
ve kirmizi kan hiicreleri belirgin katalaz seviyelerine sahiptir. SOD enzimi tarafindan
olusturulan hidrojen peroksit katalaz enzimi etkisiyle su ve oksijene doniisiir ve maksimum
etkinlik icin kofaktor olarak demir gerektirir [100,103,111].

CAT
2H202 —  2H20 + 0O2(5)

Glutatyon peroksidaz (GPx):

Viicutta olusan peroksitleri indirgeyen bir enzim grubu olan glutatyon peroksidazlarin
selenyumdan bagimsiz (glutatyon-S-transferaz, GST) ve selenyum bagimli (GPx) olmak
tizere iki farkli izoformu vardir [100]. Bu enzimlerden GPx1-4 selenyumu aktif

merkezlerinde selenosistein amino asidi seklinde icerirler. GPx 1 insanda en bol ve en yaygin
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olan izoenzimdir [112]. GPx1 sitozol ve mitokondride, GPx2 sitozol ve ¢ekirdekte, GPx3
plazmada ve GPx4 membranda bulunmaktadir [102,103].

Selenyum bagimli glutatyon peroksidaz enzimi peroksitlerin yani sira, peroksinitriti de
inaktive eder. Peroksinitrit, nitrik oksitin stperoksitle tepkimesi sonucu 6zellikle fagositoz
sirasinda olusur. Peroksinitrit en reaktif nitrojen oksit tiirli olup proteinler, lipidler, niikleik
asitler ve diger biyomolekiillerle tepkimeye girebilir. Reaktif nitrojen oksit tiirlerinin neden
oldugu protein nitrozasyonu, ornegin nitrozotiyoller yine GSH bagimli olarak glutatyon
peroksidaz tarafindan onarilir. Glutatyon peroksidaz enzimi ayn1 zamanda reaktif nitrojen

oksit tiirlerine kars1 da antioksidan etkiye sahip bir enzimdir [113].

Glutatyon peroksidaz hidrojen peroksiti suya indirgemesi i¢in molekiil basina iki molekdl
GSH kullanir ve GSSG olusur. Olusan GSSG ise glutatyon rediiktaz tarafindan indirgenerek
2 GSH rejenere edilir (Sekil 2.11).

Rediikte Glutatyon

(2 GSH)
NADP"\ / \
Glutatyon red uktaz

Glutatyon peroksidaz

Reboﬂwin
. (FAD) ,.-" Sllomum u.
NADPH+H* "/ \ / \b

(GSSG)
Oksijenize Glutatyon

Sekil 2.11. Glutatyon déngusu

Enzimatik olmayan antioksidanlar

Glutatyon (GSH): Tiyol grubu tasiyan bir tripeptid olan glutatyon, serbest radikallerin yikici
etkilerini 6nleyen veya azaltan transferazlar, peroksidazlar gibi birgok enzimin substrati
olarak gorev yapmaktadir. Suda ¢oziinebilen bir tiyol olan ve bir¢ok hiicrede ¢ok yuksek

konsantrasyonlarda bulunan glutatyon, biyolojik membranlar1 lipid peroksidasyonuna karsi
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korumaktadir. Glutatyonun tiyol grubu radikale bir elektron verip onu inaktive ederken, iki

glutatyon birleserek okside glutatyon (GSSG) olusturur [111].

Vitamin E: Yagda ¢6ziinen E vitamini sekiz farkli formda bulunur. a-Tokoferol (a-TOH),
en aktif vitamin E tirevleridir [100]. a-Tokoferol biyolojik zarlarda bulunan yagda ¢oziinen
bir vitamindir. a-TOH bagirsakta emilir ve silomikronlarda karacigere tasinir [102]. Esas
olarak mitokondri, endoplazmik retikulum ve plazma membranlarinin fosfolipidlerinde
yogunlasir. Baglica antioksidan etkisi lipid peroksidasyonuna karst korumadir. o-TOH
zarlarda olusan radikale tek elektron vererek indirger, boylece =zarlar da lipid
peroksidasyonunun baslamasi ve yayilmasint onler. Elektron verdikten sonra kendisinin
radikal formu, tokoferil radikali olusur. Ancak tokoferil radikalinin reaktivitesi ¢ok diistiktiir

ve GSH veya askorbik asit tarafindan indirgenerek rejenere edilir [100,108].

Vitamin A: Karotenoidlerin en yaygin formlar1 a-karoten, 3-karoten, likopen, kantaksantin,
fukoksantin ve krositindir. Bunlar arasinda B-karoten, antioksidan aktivite icin en cok
aragtirmalara konu olanidir. 3-Karoten hem antioksidan hem de pro-oksidan olarak islev
gordr. Antioksidan aktivite singlet oksijeni sondiirme, serbest radikalleri temizleme ve
plazma membran lipidlerini oksidatif hasara kars1 koruma yeteneginden kaynaklanmaktadir.
Aktivitest doza ve oksijen konsantrasyonuna baglidir. Daha yiiksek oksijen

konsantrasyonlarinda pro-oksidan etkiler gosterir ve proteazlari aktive edebilir [100,108].

Vitamin C (Askorbik asit): En yaygin suda ¢6ziinen antioksidanlardan biri olan askorbik asit,
hem hiicre i¢i ve disi sulu ortamda radikalleri indirger, hem de membran fosfolipidlerini
peroksidatif hasardan korur ve 6zellikle beyinde etkili bir serbest radikal temizleyici oldugu
kanitlanmistir. Vitamin C biyolojik ortamdaki hidroksil, alkoksil ve siiperoksit radikal
anyonunu indirgeyerek temizler ve bdylece biyomolekullerin oksidatif hasara karsi
korunmasini saglar. Askorbik asit, lipofilik radikallerin dogrudan siipiiriiciisii olmamasina
ragmen, lipid peroksit radikallerinin uzaklastirilmasinda o-tokoferol ile kombinasyon
halinde sinerjistik bir etkiye sahiptir [108]. C vitamini, diger suda ¢oziiniir antioksidanlarla

karsilastirildiginda, plazma lipid peroksidasyonuna karsi en etkili korumayi saglar [100].

Urik asit: Urik asit, piirin metabolizmasinin {iriinii olan endojen bir antioksidandir. Demir
ve bakir gibi gecis metallerini kompleks olusturarak, radikal temizleyici olarak gugcli bir

antioksidan gorevi goriir. Hiicre dis1 ve i¢i savunma mekanizmalarinda anahtar rol oynar
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[100]. Urik asit, hemoglobinin otooksidasyonu veya makrofajlar tarafindan peroksit iiretimi

gibi zararli islemlerden kaynaklanan reaktif radikalleri temizleme yetenegine sahiptir [108].

Bilirubin: Hemoglobin metabolizmasinin son {irtinii olan bilirubin, etkili bir sitoprotektif
aktivite sergiler. Lipofilik yapida olan bilirubinin membran lipidlerinin peroksidasyonunu
onledigi dogrulanmigtir. Biliverdin ile birlikte bilirubinin, peroksil radikallerine kars1 aktif
bir temizleyici oldugu gosterilmis ve ayrica oksidatif tiirlerin, polisiklik aromatik
hidrokarbonlarin ve heterosiklik aminlerin mutajen etkisini azaltma yetenegini de

gosterilmigtir [108].

Melatonin: Hem ROT hem de RNT urtnlerini temizleyebildigi ve mitokondriyal oksidatif
strese kars1 koruyucu aktivite sergiledigi rapor edilmistir. Melatonin metabolitlerinden olan
AFMK  (N(1)-asetil-N(2)-formil-5-metoksikinuramin) ve AMK’nin  (N1-asetil-5-
metoksikinuramin) indirgeyici ve antiradikalik aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir.
Yapilan bazi ¢alismalarda melatoninin, E vitamininden daha etkili bir antioksidan 6zellik

tasidigi gostermistir [108].

Sentetik antioksidanlar

Inflamatuar gen aktivasyonunun toksinleri, aracilar1 ve modiilatorleri olarak reaktif oksijen
tirlerinin belirgin 6nemi nedeniyle, birgok farkli hastalik durumu igin potansiyel terapdtik
ajanlar olarak bir dizi sentetik antioksidan gelistirilmistir [114]. Bunlar icerisinden en ¢ok
bilinen asetilsisteinin antioksidan 6zellikleri, serbest radikal stipiiriicii olarak davranisindan
kaynaklanmaktadir [108]. Ayrica farkli hastaliklarin tedavisinde gelistirilen bir¢cok ilacin
degisik diizeylerde antioksidan etki gosterdigi bilinmektedir. Bunlarin arasinda etosopid ve
tomoksifen gibi antineoplastik ilaclar oldugu gibi nitekapon ve topiramat gibi sinir sistemi
Uzerine etkili ilaglarda bulunmaktadir. Sentetik antioksidanlar ve etkileri Cizelge 2.3’de

verilmistir.
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Cizelge 2.3. Sentetik antioksidanlar ve etkileri

Sentetik Antioksidanlar Etkisi

Asetilsistein Antioksidan ve serbest radikal supuruct
Kalsiyum kanal blokora Zincir kiran antioksidan

Ebselen Glutatyon peroksidaz taklitcisi

Lazaroidler Serbest radikal stiplriicti ve membran stabilizorl
Mesalazin Antioksidan ve serbest radikal suptrtct
Nitroksidaz Slperoksit dismutaz taklitcisi

Feniltbutilnitron Serbest radikal stpurict

Plazmalojen Fosfolipid, singlet oksijen ve serbest radikal stiplricu
Probucol Serbest radikal stpuricu

Stobadin Antioksidan ve serbest radikal suptrtc
Nitekapon Katekolmetiltransferaz inhibitori ve antioksidan
Tamoksifen Antineoplastik ve antioksidan

Etoposid Antineoplastik ve serbest radikal suptrtci
Topiramat Antiepileptik ve antioksidan

2.4. Topiramat

Yeni nesil antiepileptik ilaglardan biri olan topiramat (TPM) ilk kez 1979 yilinda sentez
edilmis ve 1995 yilinda Ingiltere’de kullamlmaya baslanilmistir [115,116]. Baslangigta bir
anti-diyabetik ilag olarak gelistirilmis olsa da daha sonra asetazolamid ile benzerliginden
dolay1 bir anti-konviilzan olarak gelistirilmistir [117]. Epilepsi tedavisinde kullanilmasinin
yani sira, aralarinda obezite, migren profilaksisi ve alkol kullanim bozuklugu da dahil olmak

lizere baska endikasyonlarda da giiniimiizde kullanilmaktadir.

2.4.1. Yapisi

TPM [2,3:4,5-bis-O-(1-metiletiliden)-B-D-fruktopiranoz siilfamat], dogal monosakkarit D-
fruktozun sulfamat iceren bir tlrevidir [118]. Molekiler formuili Ci2H21NOsS’dir.
Molekiiler agirligi 339,359 gr/mol’diir [116]. TPM’nin yapisal formiilii Sekil 2.12°de

verilmistir.
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Sekil 2.12. TPM’nin yapisal formiilii [116]

2.4.2. Farmakokinetigi

TPM, gastrointestinal sistemden hizla ve iyi emilir (oral biyoyararlanimi %81 ila %95
arasindadir) ve doruk plazma seviyesine (Cmax) 2 ila 4 saatte ulasir. Yiyeceklerle birlikte
alimmasi, Cmax’a kadar gecen siireyi bir miktar uzatmakla birlikte, belirli bir TPM dozu i¢in
ulagilan maksimum plazma konsantrasyonunu degistirmemektedir [119]. TPM, diisiik
diizeyde (%9-17) plazma proteinlerine baglanir. Beyin dahil tiim dokulara dagilim gdsterir
[116].

TPM’nin bilyiikk bir kismi1 metabolize edilmez. 100 mg [**C]TPM verilen saglikli
goniilliilerde degismemis topiramatin, uygulamadan 24 saat sonra toplam plazma
radyoaktivitesinin %85'inden sorumlu oldugu gozlenmistir. Insanlarda glukuronidasyon,
hidroksilasyon ve hidroliz ile olusan alt1 eser metaboliti tanimlanmistir. Bu metabolitlerin

hi¢biri toplam radyoaktivitenin %5'inden fazlasini olusturmamaktadir [119].

TPM’nin baglica atilim yolu bobreklerdir ve ¢ogunlukla degismemis formda atilir [119].
Saglikli bireylerde yar1 omrii yaklasik 20-30 saattir ancak fenitoin, karbamazepin ve
barbitiiratlar gibi eszamanli enzim indiikleyici ilaclar alan hastalarda eliminasyon hiz artar.
Bobrek yetmezligi olan hastalarda doz azaltilmasi gerekir. Hemodiyaliz sirasinda ek doz

gerekebilir. Karaciger yetmezliginde ise doz ayarlamasi gerekmedigi soylenmektedir [116].
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TPM, hepatik enzimlerden sitokrom P450 3A4 (CYP3A4)’i indiikleyip sitokrom P450
2C19 (CYP2C19)’u inhibe edebilir [117]. Bu agidan bu enzimler tarafindan metabolize

edilen ilaglarla beraber kullanilmasi halinde dikkatli olunmalidir.

2.4.3. Farmakodinamigi

TPM, etkilerini su mekanizmalar ile gostermektedir [120,121]:

1) Diger anti-konviilzanlara benzer sekilde voltaj bagimli sodyum ve kalsiyum kanallarini

inhibe eder.

2) Eksitator bir norotransmitter olan glutamatin iyonotropik reseptorlerinden Kainat ve a-
amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit (AMPA) reseptorlerini antagonize

ederek glutamat aracili sinir uyarimini azaltir.

3) Gama-aminobitirik asitin (GABA), GABAA reseptor subtipleri Uzerinde negatif veya

pozitif modile edici etki gosterir.

4) Karbonik anhidraz enzimini inhibe eder.

Karbonik anhidraz enzimi, karbondioksitin hidrasyonu sonucu bikarbonat ve hidrojen iyonu
olusumu reaksiyonunu (CO2 + H20 <--> HCOgz™ + H") iki yonlu katalizler [122]. Karbonik
anhidrazin bilinen 16 izoenzimi bulunmaktadir [15]. TPM, bu enzimin 6zellikle CA-I1 ve

CA-1V izoformlarin1 daha yiiksek potens ile inhibe etmektedir [123].

Yukarida belirtilen etkilere ek olarak, TPM’nin ndroprotektif etkileri de bulunmaktadir
[124]. TPM’nin bu etkisi birgok hayvan ¢alismasinda ortaya konulmustur [15,17,125-130].

TPM’nin oksidan-antioksidan sistemler ilizerine etkilerini arastiran bir¢ok ¢alisma olmustur.
Her ne kadar da TPM’nin oksidatif stresi azaltip, antioksidan parametreleri arttirdigini rapor
eden; dolayisiyla basta noroprotektif etkisi olmak iizere birtakim etkilerinin altinda yatan
onemli bir mekanizmanin bu 6zelligi olabilecegini belirtilen ¢aligmalar [7,15-17,126-134]
yayginlikla bulunsa da TPM’nin oksidatif stresi arttirabilecegini rapor eden daha az sayida

calisma [12,18,19,135] da mevcuttur. Oksidatif stresin epilepsi etiyolojisinde dnemli bir rol
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oynadig1 bilinmektedir [136] dolayisiyla TPM nin anti-epileptik etkilerinin altinda kismen

antioksidan 6zelligi de rol oynadigi varsayilabilir.

2.4.4. Endikasyonlar1 ve kontrendikasyonlari

TPM’nin baslica endikasyonlari epilepsi tedavisi ve migren profilaksisidir. Epilepsi tedavisi
icin 1996 yilinda, migren profilaksisi i¢in de 2004 yilinda FDA tarafindan onaylanmistir
[137].

Epilepsi, nobet olusturmaya siirekli bir yatkinlik yaratmakla karakterize ve nébet niikslerinin
norobiyolojik, biligsel, psikolojik ve sosyal sonuglariyla kronik norolojik bir hastaliktir.
Epilepsi sik goriilen ndrolojik bozukluklardan biridir ve her yastan, irktan, sosyal siniftan ve
cografi bolgeden bireyleri etkilemektedir [138]. Epilepsinin nokta prevalansi 1000 kiside
6,38 iken, hayat boyu prevalansi1 1000 kiside 7,60’dir [139]. Bu rakamlar diinya tGizerinde 50
milyondan fazla bireyin bu hastaliktan muzdarip oldugunu ortaya koymaktadir. TPM, ¢oklu
etki mekanizmasi ile, epilepsi tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Hem parsiyel
baslangicli, hem de jeneralize baslangi¢cli nobetlerde kullanilabilen TPM, genis spektrumlu
bir anti-epileptik ajandir [140]. TPM, ayrica hipoksik iskemik ensefalopatide ve bunun

neden oldugu ndbetlerin tedavisinde de kullanilabilmektedir [124].

Migren, en ¢ok gorilen ikinci norolojik bozukluktur (ilk sirada gerilim tipi bas agrisi gelir)
ve diinya iizerinde yaklasik bir milyar insani etkilemekte oldugu tahmin edilmektedir.
Kadinlarda erkeklere kiyasla ii¢ kat daha sik goriilmekte olup genel popiilasyonda bir yillik
tahmini prevalansi yaklasik %15°dir [141]. Migrenin patofizyolojisi karmasiktir ve tam
olarak aydinlatilamamistir. Molekiiler diizeyde, AMPA ve/veya kainat reseptorleri ile ¢esitli
voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin asir1 aktivasyonun migren patolojisine katkida bulunan
basglica faktorler oldugu ileri striilmektedir. TPM’nin anti-migren etkisi bu reseptorler ve
kanallar tizerindeki inhibitdr etkisinden kaynaklanmaktadir [120]. Silberstein ve
arkadaglarinin yaptiklar1 ¢ok merkezli randomize ¢ift-kor plasebo kontrollii ¢alismada,
Diener ve arkadaslariin yaptiklar1 randomize ¢ift-kor plasebo kontrollii calismada ve Linde
ve arkadaslarinin yayinladiklar1 meta-analizde TPM’nin anti-migren etkinligi ortaya

konulmustur ve giiniimiizde bu amagla onayli olarak kullanilmaktadir [14,142,143].



45

TPM’nin bir diger endikasyonu ise obezite tedavisidir. TPM’nin neden oldugu kilo kaybinin
kesin mekanizmas1 bilinmemektedir ancak kalori alimindaki azalma, insanlarda TPM
kaynakli kilo kaybu ile iligkili onemli bir faktor olarak tanimlanmistir. Hayvan calismalari,
enerji harcamasindaki artisin ve enerji verimliligindeki azalisin TPM monoterapisindeki kilo
kaybina katkida bulundugunu 6ne siirmektedir, dolayisiyla insanlarda da TPM kaynakli kilo
kaybu, kalori alimindaki azalmaya ek olarak benzer mekanizmalarla da gergeklesiyor olabilir
[13,137]. Randomize kontrollii ¢alismalar TPM monoterapisinin obez bireylerde klinik
olarak anlamli 6l¢iide kilo kaybina neden oldugunu, ayrica glukoz toleransi ve kan basinci
tizerinde de olumlu etkiler gosterdigini ortaya koymustur [144-146]. Benzer sekilde, Kramer
ve arkadaslarinin yaymladiklar: ve 10 randomize kontrollii ¢aligmanin dahil edildigi meta
analizde de TPM’nin kilo kayb1 etkisi ortaya konulmustur [147]. Diger taraftan TPM, kilo
kayb1 i¢in optimal dozlarda tek bir ajan olarak kullanimini sinirlayabilen yan etkilerle
iliskilendirilmistir. Bu yan etkiler arasinda nispeten sik goriilen kognitif yavaslama zaman
zaman ila¢ kullanimini sinirlandirabilecek boyuta ulasilabilmektedir. Ayrica parestezi,
oligohidroz, kapali acili glokom, bas donmesi, ataksi, ajitasyon ve duygu durum
bozukluklar1 da gorulebilmektedir [120]. Dolayisi ile obezite tedavisinde klinik pratikte
fentermin/TPM kombinasyonu daha ¢ok kabul gérmektedir [137]. Fentermin, yapisal olarak
amfetamine benzeyen, santral etkili bir sempatomimetik amindir ve etkisini norepinefrin
salinimini ve daha az 6l¢lide dopamin salinimini artirarak gosterir. Aralarinda Allison ve
arkadaglarinin yaptiklart EQUIP calismasi, Gadde ve arkadaslarmin yaptiklar1t CONQUER
calismasi ve Garvey ve arkadaglarinin yaptiklari SEQUEL caligsmasi da dahil olmak iizere
randomize kontrollii caligmalarda fentermin/TPM’nin kilo kaybi iizerindeki anlaml etkisi
ve s6z konusu ilacin giivenilirligi ortaya konulmustur [137,148,149]. Fentermin/TPM
kombinasyonu FDA tarafindan 17 Temmuz 2012'de eriskin (>18 yas) obez (VKI >30 kg/m?)
hastalarda ve hipertansiyon, tip 2 diyabet veya dislipidemi dahil olmak Gzere en az bir kilo
ile iliskili komorbiditesi olan asir1 kilolu (VKI >27 kg/m?) hastalarda kronik kilo y6netimi
icin dusiik kalorili diyet ve artmus fiziksel aktiviteye ek olarak Kkullanilmak iizere

onaylanmuistir.

Tikinircasina yeme bozuklugu (binge eating disorder), belirli bir siire icinde ¢ok miktarda
gida tiiketme davranig bicimidir ve kontrol kayb1 hissi vardir. Tikinircasina yeme bozuklugu,
potansiyel olarak dopaminerjik mekanizmalari igeren beyin durtli kontroli, 6dil ve
duygudurum diizenleme sistemlerinin iglev bozuklugundan kaynaklanmaktadir. TPM, 6dul

sistemleri, duygu durum ve istah iizerinde etkili olmasiyla farmakolojik tedavi segenegi
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olarak ortaya ¢ikmistir [117]. Nitekim, McElroy ve arkadaslarinin farkli tarihlerde yaptiklar
iki randomize cift-kor plasebo kontrollii ¢alismada [150,151] ve benzer sekilde Brambilla
ve arkadaslarinin yaptiklar1 randomize kontrollii ¢alismada [152] TPM’nin bu etkisi rapor

edilmistir.

TPM, alkol kullanim bozuklugu (alkolizm) tedavisinde de kullanilabilmektedir. Alkol
kullanim bozuklugu, Amerika Birlesik Devletleri'nde 12 aylik %13,9 ve yasam boyu %29,1
prevalansi ile 6nemli bir saglik sorunudur. Diinya ¢capindaki yagam boyu prevalansi ise %16
olarak rapor edilmistir. Her ne kadar da FDA tarafindan alkol kullanim bozuklugu
endikasyonu i¢in giiniimiizde onayli olmasa da, TPM’nin bu hastalarda etkili bir tedavi
secenegl oldugu ve zararli igme aligkanliklarini azaltmada kayda deger etkinlige sahip
oldugu bircok ¢alisma ile ortaya konulmustur [117]. Arbaizar ve arkadaslarinin 2010 yilinda
yaymladiklar1 ve 3 randomize kontrollii ¢alismanin incelendigi meta-analizde, TPM’nin
plaseboya kiyasla agir igicilik giinlerinin yilizdesini azalttigi, ickiden uzak durma ginlerinin
sayisini arttirdign ve GGT seviyelerini azalttigi ortaya konulmustur [153]. 2014 yilinda
yaymlanan iki ayr1 meta-analiz ile TPM’nin yoksunluk, agir i¢icilik, GGT ve igme arzusu
uzerinde olumlu etkileri oldugu ve igilen giinlerdeki icki miktarini azalttigi belirtilmistir
[154,155]. TPM’nin aym1i zamanda alkol yoksunlugu sendromu tedavisinde de
kullanilabilecegi rapor edilmektedir [156,157]. TPM nin alkol alim1 istegini azaltmasinin
glutamat reseptOrlerini antagonize ederek ve dopamin salimimini inhibe ederek
gerceklestirdigi diisiiniilmektedir [154]. Alkol bagimliligina ek olarak TPM, kokain ve
sigara bagimliligi tedavisinde de kullanilabilmektedir [117]. TPM’nin s6z konusu
endikasyonlara ek olarak patolojik kumarda da deneysel olarak kullanilabilecegi rapor
edilmektedir [117,158].

2.4.5. Yan etkileri

TPM genel olarak iyi tolere edilse de belli yan etkilere sahiptir. Bu yan etkilerinden
parestezi, metabolik asidoz ve nefrolitiazis, ilacin karbonik anhidraz inhibisyonu etkisine
atfedilir. Ilacin glutamatin ndrotransmitter fonksiyonu tizerindeki inhibitor etkileri sonucu
ise akut biligsel bozukluk gibi merkezi sinir sistemi ile ilgili yan etkiler goriilebilmektedir.
TPM'nin bazi aquaporinlerin aktivitesini inhibe ettigini gosteren c¢aligmalar da
bulunmaktadir; TPM’nin yan etkilerinden olan oligohidroz, akut miyopi ve bilateral

sekonder kapali acil1 glokom bu mekanizma ile gelisiyor olabilir. TPM nin diger yan etkileri
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arasinda bas donmesi, ataksi, tremor, mide bulantisi, karin agrisi, kabizlik, agizda kuruluk
ve kotl tat, sinirlilik, depresyon, anoreksi, ajitasyon ve duygudurum bozukluklar1 yer
almaktadir [120].

2.5. Calismanin Amaci ve Hipotezi

Literatirde TPM’nin antioksidan etkinlige sahip oldugundan bahseden bir¢ok g¢alisma
bulunsa da baz1 arastirmalar oksidan etki de gosterebildigini agik¢a ortaya koyulmustur.
TPM farkli dokulardaki oksidan-antioksidan sistemler tizerinde degisken etki gostermesine
ragmen karacigerde oksidan-antioksidan sistemler Gzerindeki etkisi buglne kadar

calisilmamstir.

Obez hastalarin %80’ninde goriilen NAYKH hem yasam beklentisini sinirlar hem de
ilerleyici karakteri ile hastalarin yasam kalitesini diisiiriir. TPM obezite tedavisinde de
kullanilan bir ilag olmasma karsin NAYKH ile iliskisi de bilinmemektedir. Obez
hastalardaki NAYKH siklig1 diisiiniildiigiinde, TPM’nin saglikli karaciger dokusu
uzerindeki oksidan-antioksidan etkinligi dahi bilinmezken ve NAYKH patofizyolojisinde
oksidan hasarin rolii de goz oOniine alindiginda bu hastaligin tedavisinde oksidan etkiyi
artttrma potansiyeli olan bir ilacin kullanilmasinin olumsuz etkileri kolayca tahmin

edilebilir.

Bu tez calismasinda hem normal hem de NAYKH olusturulmus sican karacigerinde
TPM’nin oksidan-antioksidan sistemler (izerine etkilerini arastirmak amaclandi. Bu amagcla
planladigimiz c¢alismanin hipotezini “Non-alkolik yagl karaciger hastaligi olusturulan
sicanlarda TPM karaciger dokusunda antioksidan etkilidir” olarak kurduk. Bunun 6tesinde
s0z konusu olabilecek muhtemel antioksidan etkiyi kiyaslamak amaciyla antioksidan

etkinligi bilinen vitamin E grubunu ¢alismamiza eklendi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Etik kurul

Calismamiz i¢in gerekli olan etik kurul izni Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan alind1 (Say1 numarasi: E-66332047-604.01.02-79967, Kod numaras1: G.U.ET-
21.27). Bu calismanin in vivo calismalari Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde (GUDAM), in vitro calismalar1 Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji ve Histoloji Anabilim Dali Laboratuvarlar1 ile TOBB
ETU Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvari’nda yrutildi.

3.1.2. Deney hayvanlari

G power 3.1.9.2 kullanilarak one-way ANOV A analizi i¢in gerekli n sigan sayisi istatistiksel
olarak guc¢ analizi yapilarak hesaplanmistir. Giiglii bir etki i¢in (Cohen =0.70) p<0.05’te
anlamli1 farklilagmalar1 0.80 giic ile gdzlemek i¢in gerekli denek sayisi her grupta 6 oldugu
goriilmistiir. Calismada 30 adet Wistar albino erkek si¢an kullanildi. Calismaya 225+25 g
agirliginda, 3-4 aylik, kan sekeri normal aralikta olan siganlar (50-115 mg/dL) [159] dahil
edildi. Tim hayvanlar ¢alisma boyunca 12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde, normal

atmosfer kosullarinda yasatildi. Siganlar ad libitum beslendi ve normal musluk suyu tiiketti.
3.1.3. Kullanilan laboratuvar aletleri ve cihazlar

Bu calismada kullanilan Gazi Universitesi Fizyoloji Arastirma Laboratuvarlari’na ait

cihazlarin marka/model 0zellikleri Cizelge 3.1°de listelenmistir.
3.1.4. Kullanilan kimyasallar ve kitler

Calismada kullanilan ¢esitli kimyasal sarflar, kullanilan kitler, imalat¢i firma, katalog

numaralar1 gibi 6zellikleri ile beraber ilgili Cizelge 3.2°de listelenmistir.
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Cizelge 3.1. Laboratuvarda kullanilan donanimlar

Alet/Cihaz Ad1

© e N o g M w M E

[EEN
o

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.

Sogutmal santrifiij

pH metre

Derin dondurucu (-80 °C)
Buzdolabi (-20 °C)
Buzdolabi (+4 °C)

Distile su/Saf su cihazi

Su banyosu

Hassas terazi

Otomotik pipetler

. Spektrofotometre

Vorteks

Isiticih manyetik karistirica
Homojenizator

Santrifij

Steril enjektor (1-5 mL)

Insiilin enjektorii

Otomotik pipet uclari ve eppendorf
tiipleri (Farkl hacimlerde)

Cerrahi malzemeler (Pens, makas, vb)

Marka/Model

MPW-350R, Polonya

Eutech Instruments, Singapur
Sanyo, Japonya

Arcelik, Turkiye

Arcelik, Turkiye

MES, mpMINIpure

Guft DBS 12734

Sartorius Basic, Almanya

Nichipet EX, Japonya

BioTekELx 800 Bioelisa Reader,
Amerika

Nive NM 110-020488, Tirkiye
Asistent, TMA 2071

Heidolph SilentCrusher M, Almanya
MPW-350, Polonya

Hayat, Turkiye

Hayat, Turkiye
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Cizelge 3.2. Kullanilan kimyasal malzemeler ve kitler

Kimyasal/malzeme ad1 Katalog Imalat¢1 Firma
numarasi

1. TCA (Trichloroacetic acid) T6399 Sigma

2. TBA (2-Thiobarbituric acid) T5500 Sigma

3. NaHPO,4 (Disodyum hidrojenfosfat) 94946 Merck
4. DTNB (5°,5’- Dithiobis 2-Nitrobenzoic D3669 Sigma

acid)
5. Superoksit Dismutaz Kiti 706002 Cayman
6. GPx Kiti 703102 Cayman
7. Alfa tekoferol T3251 Sigma
8. Ortofosforik asit 100573 Merck
9. n-Butanol 657786 Sigma
10. Sigir serum albiimini (BSA) AT7906 Sigma
11. Tris bazi T1503 Sigma
12. Ozel yagh diyet C1090-60  Altromin
3.2. YOntem

3.2.1. Arastirma plam

Her grupta 6 adet olacak sekilde sicanlar kura ile rastgele olarak 5 gruba ayrildi. Gruplara
ayrildiktan sonra hayvan iiretim odasindan, devam etmekte olan calismalara ayrilmig
hayvanlarin bulunduruldugu odaya alinan si¢anlarin yeni ortamlarinda bir hafta uyum streci
gecirmeleri saglandi. Bu bir haftalik siire¢ igerisinde gereken gruplarin asagida belirtilen

protokolle yagl diyete alismalar1 da saglandi.

Gruplar:

1. Kontrol: 9 hafta boyunca normal diyetle beslendi.

2. Diyet: 9 hafta boyunca yagl karaciger diyeti* [14] ile beslendi.
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3. TPM: 6 hafta normal diyet, sonraki 3 hafta normal diyet yaninda oral TPM** (100
mg/kg/giin) aldu.

4. Diyet + TPM: 6 hafta boyunca yagl karaciger diyeti, sonraki 3 hafta yagl karaciger diyeti
yaninda oral TPM (100 mg/kg/giin) ald1.

5. Diyet + Vitamin E: 6 hafta boyunca yagli karaciger diyeti, sonraki 3 hafta yagl karaciger
diyeti yaninda oral Vitamin E (250 mg/kg/gun) aldu.

10. haftada

6 hafta diyet : . - Vel sakrifiye
: edildi

Sekil 3.1. Arastirma protokoliiniin zaman planlamasi

* Diyet gruplarindaki siganlar 6zel olarak hazirlanmig %24 karbonhidrat, %16 protein ve %60 yag igeren diyet
ald1. Bu gruplarda diyet donemi baglamadan 6nce bir hafta sire ile yeni diyete alistirma siireci uygulandi. Bu
stirecte ilk 3 giin siganlarin tiiketecegi yeme %25 oranda yagl karaciger diyet yemi eklendi. Sonraki 3 giin bu
oran %50’ye ve son 2 giin ise %75’e ¢ikarildi. Bu bir haftalik siire¢ sonrasinda diyet protokolii baglandi ve
toplam 9 hafta siirdii. Diger gruplar %65 karbonhidrat, %24 protein ve %11 yag igeren standart sigan yemi ile
beslendi.

** Topiramatin ticari olarak eczanelerde satilan formu alinarak toz haline getirildi ve her hayvan icin uygun
olan doz hacmi hesaplanarak 0,8 mL siv1 igerisindeki siispansiyon oral gavaj yontemi ile 21 giin, giinde tek
doz halinde, her giin sabah saat 10’da uygulandi. TPM almayacak gruplara da 21 giin boyunca gavaj ile 0,8
mL su verildi.

3.2.2. Arastirma protokoli

Tim deney siirecince hayvanlarin haftalik yem tliketimi ve agirlik takibi yapildi. Ayrica
deney baglamadan once, 6. ve 9. hafta sonunda kuyruk veninden alinan kanda glukometre
ile kan sekeri Olglimleri yapildi. 9. haftanin sonunda (10. haftada) siganlar ketamin (45
mg/kg, intraperitoneal, tek doz) ve alfazin (5 mg/kg, intraperitoneal, tek doz) kokteyli ile
anestezi altina alinip intrakardiyak kan alinarak eksanguine edildi. Sar1 kapakl jelli serum
ayirma tiipii icerisine alinan kanda karaciger fonksiyon testlerinden alanin aminotransferaz
(ALT), aspartat transaminaz (AST) ve gama glutamil transferaz (GGT) [67] serumdaki
duzeyleri olclldi. Bu olgiimler Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez

Laboratuvari’ndan hizmet alimi ile yapildi.
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Resim 3.1. intrakardiyak kan alim1

Sicanlardan alinan karacigerin sol medial lobu (LML) histopatolojik incelemeler i¢in ayrildi.
Karacigerin geri kalan kismi loblara ayrilarak aliiminyum folyoya sarilmis halde -80°C’de
deneylerin yapilacagi giine kadar saklandi. Biyokimyasal Sl¢iimler i¢in sol lateral lob
homojenize edilerek oksidan etkinligin tespiti icin lipit peroksidasyonu TBARS yontemi ile
Olglldi. Antioksidan duzeylerin 6lgimi icin superoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz
enzim aktiviteleri icin ticari olarak hazir kitler kullanilarak spektrofotometrik yontemle
Olctim yapilirken; glutatyon diizeyi modifiye Elman yontemi kullanilarak tayin edildi.

Yapilan biyokimyasal 6l¢timlerin ayrintilar1 asagida verilmistir.
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Resim 3.2. Diyet grubuna ait retroperitoneal yaglanma goriintiisii

3.2.3. Karaciger dokusunda yapilan biyokimyasal 6lcimler

Biyokimyasal 6lctimler icin dokularin homojenizasyonu

Onceden dondurularak saklanmis karaciger doku &rnekleri tartildiktan sonra, gram
cinsinden yas agirliklarinin 5 kati (mililitre olarak) fosfat tamponu (100 mM, pH: 7,4) i¢cinde
mekanik homojenizatdr (Heidolph SilentCrusher M, Almanya) kullanilarak homojenize
edildiler. Tekrarlanan dondurup ¢6zdiirme isleminden kaginmak i¢in her doku homojenati
ikiser mililitrelik hacimlere boéliinerek donduruldu. Bu homojenatlar yapilacak biyokimyasal

Olctime gore dogrudan veya santrifiij edildikten sonra kullanildilar.

Protein tayini

Doku homojenatlarinda ve santrifiij edilmis doku homojenatlar1 siipernatanlarinda protein
tayini Sigma-Aldrich firmasinin protein reaktifi kiti (Biiiret reaktifi) kullanilarak yapildi.

Lipid peroksidasyonu ile glutatyon tayininde doku homojenatlari, enzim aktivitelerinin
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Ol¢iimiinde homojenat siipernatanlar1 kullanildigindan, homojenatlar ile homojenat
stipernatanlarinda ayri1 ayr1 protein tayini yapildi. Tayin i¢in homojenatlardan 50 pl cam tiipe
pipetlenip Gzerine 950 pl biiiret reaktifi; homojenat siipernatanlarindan ise 100 pl Gzerine
900 pl reaktif eklendi. Tiipler karistirildiktan sonra, 540 nm’deki absorpsiyonlari 10-15
dakika ic¢inde o6l¢iildii. Sigir serum albiimini (BSA) standart olarak kullanildi. Standart
grafikten yararlanarak doku 6rneklerinin protein konsantrasyonlart mg/mL homojenat

cinsinden ve gram yas doku basina miligram seklinde hesaplandi.

Karaciger homojenatlarinda lipit peroksidasyonu tayini

Lipid peroksidasyonu lipidlerin enzimatik oksidasyonundan farkli olarak, doymamis yag
asitlerinin radikal bagiml oksidatif yikimidir. Peroksidasyona duyarli lipidler doymamais
yag asitleri olup, agirlikli olarak zar fosfolipidlerinin yapisinda bulunurlar. MDA, lipidlerin
peroksidasyonunda en ¢ok olusan son {iriindiir. MDA ve benzeri aldehitler tiyobarbitiirik asit
TBA) ile tepkimeye girdiklerinde renkli bir kompleks olustururlar ve bu sayede
peroksidasyonun bu iiriinleri spektrofotometrik olarak tayin edilebilir. TBA nin kullanildig1
lipid peroksidasyonunda MDA dis1 aldehitler de 6l¢iildiiglinden, bu yontemle sadece MDA
degil, fakat TBARS (Thiobarbituric acid reacting substances) tayin edilir. Ancak 6lgtlen ana
son lrliniin MDA olmas1 nedeniyle, TBARS veya MDA diizeyleri ¢ogunlukla esanlamda
kullanilir ve lipid peroksidasyonunun bir belirteci olarak degerlendirilir. Karaciger
dokularinda lipid peroksidasyonu seviyeleri (TBARS) Uchiyama ve Mihara tarafindan
belirtilen yontemle tayin edildi [160]. Homojenatlardan 0,2 mL cam tiiplere aktarildiktan
sonra tzerine birer mL TBA ¢ozeltisi (% 0.67; 670 mg/100 mL) ve 3 mL %1°lik ortofosforik
asit pipetlendi. Asir1 evaporasyonu onlemek i¢in tiiplerin agzina birer cam bilye yerlestirildi
ve tiipler kaynar suda 45 dakika bekletildi. Bu siirenin sonunda tiipler alind1 ve musluk suyu
altinda tiiplerin sogumasi saglandi. Her tiipe tiger mL n-butanol ilave edildikten sonra tlpler
vorteks kullanilarak araliklarla 10 saniye siddetle karigtirildi. Tiipler 4000 rpm’de 15 dakika
santriftj edilerek TBA-MDA kompleksinin butanol fazina gegisi (iist faz) saglandi.
Orneklerin absorpsiyonu ayni sekilde galisilan fakat doku 6rnegi igermeyen kore karsi 532
nm’de olciildii. TBA-MDA kompleksinin molar absorptivitesi 1,56x10°°dir. Okunan
absorpsiyon degerleri kullanilarak ve TBA-MDA kompleksinin molar absorptivitesinden
yararlanarak deneyde kullanilan numunelerin lipid peroksit degerleri hesaplandi. Doku
homojenizasyonu ve lipid peroksidasyonu tayinindeki toplam seyrelme g6z dniine alinarak

(90x) doku lipid peroksit diizeyleri nmol/gram yas doku cinsinden hesaplandi [160].
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Glutatyon tayini

Oksijen radikallerinin yapiminda artis olmasi durumunda (oksidatif stres kosullarinda)
hlcrelerde glutatyon konsantrayonunda diisme goriliir. Glutatyonun indirgenmis formu
radikal bagimli olarak azalacagindan, glutatyon konsantrasyonu oksidatif stresin
degerlendirilmesinde bir belirte¢ olarak kullanilir. Karaciger homojenatlarinda glutatyon
diizeyleri modifiye Elman yontemi kullanilarak tayin edildi [161,162]. EIman reaktifi olarak
bilinen ve glutatyon (genelde ise tiyolerin) spektrofotometrik tayininde kullanilan reaktif,
simetrik bir disiilfit olan 5°,5’-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) bilesigidir. Tiyol
bilesikleri DTNB ile tepkimeye girdiginde DTNB’nin distilfidi ortadan kirilarak tiyol
bilesigi ile yeni bir distilfit olustururken (karisik disiilfit), diger yaris1 Tiyonitrobenzoik asit
(TNB) seklinde serbest kalir. TNB sar1 renkli bir bilesik olup, 412 nm’deki molar
absorptivitesi 13.600°diir. DTNB’nin tepkimeye girdigi tiyol sayisi ile olusan TNB sayis1
arasinda bire bir sitokiyometrik iligki vardir. Bu nedenle deney ortaminda olusan TNB

konsantrasyonu ile tepkimeye girmis tiyol konsantrasyonu birbirine esit olur.

0 0 0
0 0 0 0
0 0 R R—S 0 0
0 S N T §F T s N°  + HS N
\ 7 \ ) Lo
N S 0 0 0
L/
0

Tiyol
. e !
bilesigi Karigik Tiyonitrobenzoik

5,5’-dithio-bis-2-nitro disiil it asit (TNB)

benzoik asit (DTNB)

Sekil 3.2. Glutatyonun tiyol bilesikleri ile tepkimesi

Karaciger glutatyon konsantrasyonu tayini i¢in 1 mL homojenatin {izerine %10’luk TCA
cozeltisinden 1 mL ilave edildi. Tiipler vorteks ile karistirildiktan sonda 4000 rpm’de 10
dakika santrifuj edildi. Her ornek icin siipernatandan 1 mL alinarak iizerine 1 M Tris
bazindan 0,5 mL ilave edilerek glutatyon tayini i¢in érneklerin nétralizasyonu saglandi. Bu
sekilde orneklerin noétralize edildigi daha once yiiksek hacimlerle yapilan ¢alisma ile teyit

edildi ve ortamin pH’smin 7,5 civarinda oldugu goriildii.

Orneklerde GSH olctim icin tiiplere 0,2’ser mL nétralize edilmis siipernatan ve 0,3 mL Tris
tamponu (50 mM, pH 7,4) pipetlendikten sonra Gzerine 0,5’er mL DTNB reaktifi ilave
edildi. Tiipler karigtirildiktan 15 dakika sonra absorpsiyonlar 412 nm’de 6l¢iildii. Kor olarak
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ornek yerine 0,2 mL su, 0,3 mL tampon ve 0,5 mL DTNB igeren karisim kullanildi. TNB’nin
molar absorptivitesi ile numunelerin okunan absorpsiyon degerleri kullanilarak ve seyrelme
faktorleri de goz Oniine alinarak Ol¢iim ortamindaki, homojenatin mililitresindeki ve

karaciger GSH konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Dokuda sliperoksit dismutaz (SOD) tayini

SOD tayini i¢in Cayman’s 706002 numarali kiti kullanildi. Calisma yapilirken iiretici
firmanin talimatlar1 dikkate alindi. Kitin ¢alisma prensibi tetrazolium tuzu kullanarak,
ksantin oksidaz ve hipoksantin tarafindan tretilen siiperoksit radikallerinin saptanmasina
dayanir. Bir iinite SOD, siiperoksit radikallerinin %50’sinin dismutasyonuna neden olan
enzim miktar1 olarak tanimlanir. Karaciger SOD aktivitesi homojenat slipernatanindaki

miligram protein bagina mili iinite (mU/mg protein) olarak hesaplandi.

Kit icerigi ve kullanima:

Deney Tamponu (DT): 50 mM Tris-HCI (pH 8,0. 0,1 mM DTPA ve 0,1 mM hipoksantin
igerir)

Ornek Tamponu (OT): 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)

Radikal Dedektorii (RD): Tetrazolium tuz soliisyonu igerir. Kullanimdan 6nce DT ile 400
kat sulandirildi. RD sulandirildiktan sonra en fazla 2 saat iginde kullanilmali ve saklama kab1

aliminyum folyo ile sarilmalidir.

SOD Standardi: Sigir eritrositi SOD’u (Cu/Zn SOD). Kullanimdan énce OT ile 100 kat
sulandirilarak stok SOD standart soliisyonu (sSOD) hazirlanir.

Ksantin Oksidaz (KO): Kullanimdan 6nce OT ile 400 kat sulandirildi. Sulandirildiktan sonra

KO en fazla 1 saat i¢inde kullanilmalidir.

Deneyin yapilisi:

SOD kullanilarak 0-0,25 U/mL araliginda SOD standartlart hazirlandi.
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Mikroplakalarin kuyucuklarina 10 pl standart ve 6rnekler yiiklendikten sonra iizerlerine 200
ul RD konuldu. Tepkimeyi baslatmak tizere kuyucuklara hizli bir sekilde 20 pl KO eklendi
ve kuyucuk igeriklerinin karigmasi i¢in mikroplaka dikkatli bir sekilde birkag saniye
boyunca sallandi. Mikroplaka, iizeri kapatildiktan sonra oda 1si1sinda 20 dakika calkalayici
tizerinde bekletildi. Daha sonra 6rneklerin absorbansi 450 nm’de spektrofotometrik olarak

okutuldu.

Orneklerin ve standartlarin final SOD aktivitesi hesaplanmadan &nce, sifir standardin
absorbans degeri, her bir 6rnek ve standartin absorbansina oranlanarak lineerize absorbans
(LRabs) degerleri elde edildi (6rn. LRabssmeki= 0 standardin absorbansit / 6rnekl’in

absorbanst)

Daha sonra bu lineerize standart absorbans degerleri kullanilarak final SOD aktivitesine ait
standart grafik egrisi ¢izdirildi. Orneklerin lineerize absorbans degerleri ve asagidaki formiil

kullanilarak her bir 6rnegin SOD aktivitesi U/mL olarak hesaplandi.

SOD (U/mL) = [(LR6rnek-y ekseni kesisim noktasi)/egim] x 0,23mL/0,01mL

Dokuda Glutatyon peroksidaz (GPx) tayini

GPx tayini igin Cayman’s 703 102numarali Kiti kullanildi. Glutathione Peroxidase Assay Kit,
glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesini, glutatyon rediiktaz (GR) ile birlesik bir reaksiyonla
dolayl olarak 6lger. Kit, biyolojik numunelerde peroksidaz aktivitesini 6lgmek i¢in uygun

kolorimetrik ve florometrik araclar saglar.

Kit icerigi ve kullanima:

Deney Tamponu (DT): 50 mM Tris-HCI (pH 7,6). ve 5 mM EDTA igerir.

Ornek Tamponu (OT): 50 mM Tris-HCI (pH 7,6), 5 mM EDTA ve 1 mg/mL BSA igerir.

Pozitif kontrol (Glutatyon peroksidaz): Sigir eritrosit GPx igerir.

Yardimci substrat karigimi: Dondurularak kurutulmus glutatyon ve glutatyon rediiktaz icerir.
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Glutatyon peroksidaz NADPH: Dondurularak kurutulmus NADPH igerir.

Glutatyon peroksidaz kiimen hidroperoksit: Kiimen hidroperoksit igerir.

Deneyin yapilist:

-

. Bos kuyucuk: 70 pl DT, 50 pl yardime1 substrat karisimi ve 50 pl NADPH eklendi.

2. Pozitif kontrol kuyucuk: 50 pl DT, 50 pl yardimer substrat karisimi, 50 ul NADPH ve 20
ul kontrol GPx eklendi.

3. Ornek kuyucuklari: 50 ul DT, 50 pl yardimei substrat karisimi, 50 pl NADPH ve 20 pl

ornek eklendi.

4. Tum kuyucuklara hizli bir sekilde 20 pl kiimen hidroperoksit eklendi.

5. Birkag dakika dikkatli bir sekilde ¢alkalandi.

6. 340 nm’de 5 defa 6l¢iim yapildi.

Orneklerin lineerize absorbans degerleri ve asagidaki formiil kullanilarak her bir &rnegin

GPx aktivitesi nmol/dk/mL olarak hesaplandi.

AA3z40min= (Aszao time 2 - Azao time 1) / Time 2 (dk) - Time 1 (dk)

GPx aktivitesi= (AAszso/dk / 0,00373 uM?) X (0,19 mL /0,02 mL)

3.2.4. Histolojik degerlendirmeler

Karaciger dokusu %10’luk nétral formalinle tespit edildikten sonra artan derecelerde etil
alkol serilerinden (%70, %80, %90, %96, %100) gecirilerek dehidrate edildi ve ardindan
ksilolde seffaflandirma islemi yapilarak parafine gdmiildii. Parafin bloklardan mikrotom ile
4 um kalinhiginda kesitler alinarak uygun deparafinizasyon ve rehidratasyon asamalarin
takip ederek doku kesitleri boyamaya hazir hale getirildi. Kesitler hematoksilen-eozin ile

boyanarak lamlar entellan ile kapatildi. Boyanan doku orneklerinden Leica DM 4000B
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bilgisayar destekli 151k mikroskobunda elde edilen goriintiiler, Leica LAS V4.9 programinda
degerlendirildi.

Hematoksilen-eozin boyali karaciger kesitlerinde histopatolojik parametrelerden steatoz

puanlamasi (0-3)

e Hepatositlerin %5’inden daha azinda yaglanma: O puan
e %5 ila %33 hepatositte yaglanma: 1 puan
o %34 ila %66 hepatositte yaglanma: 2 puan

e Hepatositlerin %66’sindan fazlasinda yaglanma: 3 puan

Alman karaciger o6rneklerinde lobuler inflamasyon puanlamasi ise (0-3)

e inflamatuar hiicre birikimi odag1 yok: 0 puan
e 200X biyltme alaninda 2’den az inflamatuar hiicre birikim alani: 1 puan
e 200X biiyiitme alaninda 2-4 inflamatuar hiicre birikim alani: 2 puan

e 200X biiyiitme alaninda 4’den fazla inflamatuar hiicre birikim alan1: 3 puan

Son olarak hepatoselliiler balonlasma dejenerasyon puanlamasi (0-2)

e Normal karaciger: 0 puan
e Az miktarda sismis hiicreler: 1 puan

e Cok miktarda sismis hiicreler: 2 puan

Toplam 5-8 arasi skorlar non-alkolik steatohepatit igin tanisal kabul edildi [163]. Bu
degerlendirmeler i¢in daha Once Kleiner ve arkadaslari tarafindan belirlenen skorlama
sistemi [63] temel alindi ve non-alkolik steatohepatit diizeyi yari-kantitatif olarak

degerlendirilerek gruplar arasinda karsilastirma yapildi.

3.2.5. istatistiksel analiz

Deneyler sonucu elde edilen veriler Jamovi istatistik programi kullanilarak degerlendirildi.
Uygun bulgular ortalama + standart hata olarak verilirken histolojik verilerin analizi igin

ortanca deger hesaplandi. p<0.05 anlamlilik degeri olarak kabul edildi. Tim gruplarin
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beraber degerlendirilmesinde tek-yonlii ANOVA testi kullanildi. Elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesinde Kruskal-Wallis testi ile analiz edilip, Conover-Iman ile posthoc
degerlendirilmesi yapild. ikili grup karsilastirmalar1 Mann-Whitney U testi ile analiz edildi.
Histolojik bulgularimizin oksidan-anti oksidan parametreler ve agirlik ile ilintisi Pearson

korelasyon testi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada normal diyet ve yagl diyetle beslenen sicanlarda, topiramatin karacigerde
oksidatif metabolizma iizerine olan etkileri arastirilmistir. Bu amagla deney hayvanlar1 5

gruba ayrilmis, Gereg ve Yontemler boliimiinde belirtilen sekilde ¢alisma yiiriitilmiistiir.

4.1. Agirhik Degisimleri

Calismanin baslangicindan ve 10. haftaya kadar deney hayvanlarinin agirliklart her hafta
Olgllerek kaydedildi. Calismanin baslangicinda deney hayvanlarinin agirliklart yaklagik
olarak ayniydi ve Olgiilen agirliklar1 yoniinden gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu
(Cizelge 4.1). Hayvanlarin agirlik degisimleri istatistiksel olarak Kruskal-Wallis testi ile
analiz edilip, Conover-Iman ile posthoc degerlendirilmesi yapildi. 7. haftada ikili grup

karsilastirilmasinda ise Mann-Whitney U testi kullanildi.

Cizelge 4.1. Deney hayvanlarinin baslangig, yedinci ve onuncu hafta sonundaki gram
cinsinden ortalama agirlik degerleri

Gruplar (gr) | K(n=6) T (n=6) D (n=6) DT(n=6) DE (n=6)
Baslangi¢ 22443 221+18 224120 221+12 218+12

7. hafta 289+17 289+42 325+19" 306134 290+20*
10. hafta 307+21 28538 343+22" 294+38* 304+28*

Yedinci haftadaki anlamhilik gostergeleri. *Kontrol grubuna gére anlamlilik; *D grubu goére anlamlilik
gOstermektedir.

Onuncu haftadaki anlamhilik gostergeleri. *Kontrol grubuna gore anlamiik; *D grubu gore anlamliltk
gostermektedir..

Tedavi baslangicindan 6nce (7. haftada) normal diyet (kontrol ve TPM gruplari) ve yagh
diyet (diyet, diyet + TPM, diyet + vitamin E) olmak iizere 2 farkli grup vardi. Hem normal
diyet hem de yiiksek yagli diyetle beslenen siganlarda agirlik artis1 diizenli olarak devam etti
(Cizelge 4.1). Bu iki grup agirlik degisimleri agisindan karsilastirildiginda yagl diyet alan

grup normal diyet alan grubuna gore anlamli olarak daha fazlaydi (p=0,04, Sekil 4.1).
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7. hafta kilo diizeyleri

300
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Vicut agirhgi (gram)

standart diyet yagh diyet

Sekil 4.1. Yedinci haftada tedavi baslangicindan 6nce standart diyet (normal ve TPM grubu)
ve yagh diyet (diyet, diyet + TPM, diyet + Vitamin E) ile beslenen siganlarin
ortalama agirliklar degigimleri.

“Standart diyet ile yagh diyet arasindaki anlamliligi gostermektedir.

Calismada sekizinci haftanin bagindan itibaren, TPM grubuna her giin oral topiramat, Diyet
+ TPM grubuna yine oral topiramat ve Diyet + E vitamini grubuna oral olarak vitamin E
verilerek her hafta agirliklar1 6l¢tildii. Onuncu hafta sonunda gruplarin ortalama agirliklar
Cizelge 4.1°de verilmistir. Tedavi sonrasinda (10. hafta) bakilan agirlik takibinde ise; kontrol
grubu ile sadece Diyet (D) grubunda anlamli bir fark gériilmiistiir (p=0,037). D grubu ile
Diyet + Topiramat (DT) grubu karsilastirildiginda DT grubunda agirlik takibi anlamli olarak
daha azdir (p<0,05, Sekil 4.2).
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10. Hafta kilo diizeyleri
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Sekil 4.2. Biitiin gruplarin onuncu hafta sonundaki ortalama agirlik degerlerinin
karsilastirilmasi

Viicut agirhg (gram)

"Kontrol grubuna gére anlamlilik; D grubu gore anlamliltk gostermektedir.

Farkli gruptaki sicanlarin 10 hafta boyunca ortalama agirlik degisimleri Sekil 4.3’te
verilmistir. Yedi hafta boyunca yagli diyetle beslenen hayvanlarin Kilo artis1 normal diyetle
beslenenlerden fazladir. Yedinci haftadan itibaren normal diyetle beslenip topiramat alan
grupta kilo artis1 dururken, yagl diyet alip topiramat verilen grupta kilo kaybi
gozlemlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. On hafta siresince siganlarin ortalama agirliklarinin haftalara gore degisimi. Not:
Agirlik takibi grafiginde grafigin gorsel anlasila bilirligini artirmak i¢in DE grubu
¢ikarilmstir.

4.2. Kan Sekeri Diizeyleri

Caligsmanin baslangicindan itibaren hayvanlarinin kan sekeri her hafta 6l¢iilerek kaydedildi.
Deney baslangicinda 6l¢iilen kan sekeri diizeylerinde gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu
(Cizelge 4.2). Hayvanlarin kan sekeri diizeyleri istatistiksel olarak Kruskal-Wallis testi ile
analiz edilip, Conover-Iman ile post-hoc degerlendirilmesi yapildi. 7. haftada ikili grup

karsilastirilmasinda ise Mann-Whitney U testi kullanildi.

Cizelge 4.2. Deney hayvanlarinin baslangig, yedinci ve dokuzuncu hafta sonundaki mg/dL
cinsinden ortalama kan sekeri degerleri.

Gruplar K (n=6) T (n=6) D (n=6) DT(n=6) DE (n=6)
Baslangic | 82,8316,43 88,33+7,34 86,17+5,01 87,50+£11,49 |89,00+3,78
7. hafta |78,33+4,89 74,50+3,21 85,67+5,28" |84,50+9,31% |83,50+4,18"
9. hafta |74,6745,65 76,33+4,08 92,17+4,71° |78,004£5,40* |84,50+6,28"

Yedinci haftadaki anlamhlik géstergeleri “Kontrol grubuna gore anlamlilik; *TPM grubuna gore anlamlilig:

gostermektedir.

Dokuzuncu haftadaki anlamhilik géstergeleri. "Kontrol grubuna gore anlamblik; *D grubu anlamlilig

gostermektedir.
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Tedavi baslangicindan 6nce (7. haftada) normal diyet alan (kontrol ve TPM gruplar1) ve
yagl diyet alan (diyet, diyet + TPM, diyet + vitamin E) olmak tizere 2 farkli grup vardi. Bu
iki grup kan sekeri agisindan karsilastirildiginda yagh diyet alan normal diyet alanlardan
anlamli olarak daha fazlaydi (p=0,003) (Sekil 4.4).

7. hafta kan sekeri

95
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85

Plazma glikoz diizeyi (mg/dL)

60
standart diyet vagh diyet

Sekil 4.4. Yedinci haftada tedavi baslangicindan 6nce standart diyet (normal ve TPM grubu)
ve yagl diyet (diyet, diyet + TPM, diyet + Vitamin E) ile beslenen sicanlarin
ortalama kan sekeri degisimleri.

“Standart diyet ile yagh diyet arasindaki anlamlilig1 géstermektedir.

Dokuzuncu hafta sonunda gruplarin ortalama kan sekeri diizeyleri Cizelge 4.2°de verilmistir.
Tedavi sonrasinda bakilan kan sekeri diizeylerinde ise; kontrol grubu ile karsilastirildiginda
D ve DE gruplarinda anlamli bir artis goriilmistiir (K-D p<0,0001; K-DE p=0,004). T grubu
ile D ve DE gruplan karsilastirildiginda D ve DE gruplarinda anlamli daha fazladir (T-D
p=0,000; T-DE p=0,012). Son olarak D ve DT gruplar karsilastirildiginda diyet grubunda
kan sekeri diizeyleri DT grubuna gore daha fazladir (D-DT p<0,0001).
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9. hafta kan sekeri
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Sekil 4.5. Biitiin gruplarin dokuzuncu hafta sonunda ortalama kan sekeri degerlerinin
karsilastirilmasi

*Kontrol grubuna gére anlamlilik; *D grubu anlamliligr gostermektedir.

4.3. Alanin Transaminaz (ALT) Duzeyleri

Yiiksek yagl diyet ve topiramatin karaciger fonksiyonlarina etkisini degerlendirmek
amaciyla, karaciger fonksiyonunu gosteren belirte¢lerden serum ALT aktivitesi 6l¢cildi.
ALT duzeyleri istatistiksel olarak Kruskal-Wallis testi ile analiz edilip, Conover-Iman ile
post-hoc degerlendirilmesi yapildi. ALT diizeylerine bakildiginda sadece kontrol grubu ile
T grubu karsilagtirildiginda T grubunda anlamli bir diisiis goriilmiistiir (p=0,014). Diger ikili
karsilagtirmalarda anlamli bir degisiklik bulunamamuistir. Serum ALT degerleri Cizelge 4.3

ve Sekil 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.3. Serum ALT duzeyleri (U/L)

Gruplar K(n=6) | T(n=b) D(n=6) DT(n=6) DE(n=6)
Ortalama 64,90 57,407 |53,85 52,75 61,23
Standart hata 13,20 577 9,48 13,29 22,56

“Kontrol grubu ile T grubu arasindaki anlamliligr gostermektedir.
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Sekil 4.6. Serum ALT duzeyleri

“Kontrol grubu ile T grubu arasindaki anlamlihigr gostermektedir.

4.4. Aspartat Transaminaz (AST) Duzeyleri

Karaciger fonksiyon testini degerlendirdigimiz bir diger parametre ise AST diizeydi. Serum
AST duzeyleri istatistiksel olarak Kruskal-Wallis testi ile analiz edilip, Conover-Iman ile
post-hoc degerlendirilmesi yapildi. AST diizeylerine bakildiginda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; D, DT ve DE gruplarinda anlamli bir azalma goriilmiistiir (K-D p=0,015;
K-DT p=0,001; K-DE p=0,000). Kontrol ve T grubu arasinda anlamli bir fark
bulunmamustir. T grubu ile D grubu arasinda anlamli bir fark yokken; T grubu ile DT grubu
karsilagtirildiginda DT gruplarinda AST diizeyleri anlamli daha azdir (p=0,035). AST
sonuclar1 i¢in dikkat edilmesi gereken nokta gruplardaki “n” sayisidir. Baz1 gruplarda n
sayist 6’nin altinda kalmigtir. Bu durumda istatistiksel verilerin gilivenirliligini
sorgulatmaktadir. Farkli gruplarda si¢anlarin ortalama AST degerleri Cizelge 4.4°de

verilmistir.
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Cizelge 4.4. Serum AST duzeyleri (U/L)

Gruplar K (n=4) T (n=3) D (n=6) DT (n=6) DE (n=6)
Ortalama 140,625 159,300 104,383  |93,683" 93,500
Standart hata 11,675 28,472 13,379 10,142 6,271

“Kontrol grubuna gére anlamlilik; *TPM grubuna gére anlamliligi gostermektedir.

4.5. Gama Glutamil Transferaz (GGT) Duzeyleri

Calismanin basinda karaciger hasar duzeyini tespit edebilmek icin GGT duzeyini de 6lgmeyi
planlamustik. Olgtimler icin Gazi Universitesi Merkez Biyokimya Laboratuvarindan hizmet
alimi yapildi ancak GGT oOlciimleri merkez laboratuvarin kullanmakta oldugu kitlerle

giivenilir bir sekilde yapilamadigi i¢in bu parametre ¢alisma dis1 birakildi.
4.6. Lipid Peroksidasyonu/Malondialdehit (MDA) Duzeyleri

Bu ¢aligmada deney hayvanlarinin karacigerlerindeki lipid peroksidayonu TBA yontemi ile
tayin edilmis ve lipid perksidasyonu diizeyi ‘MDA konsantrasyonu’ seklinde hesaplanarak
verilmistir. Gruplarin MDA diizeylerinin karsilastirilmasi istatistiksel olarak Kruskal-Wallis
testi ile analiz edilip, Conover-Iman ile post-hoc degerlendirilmesi yapildi. Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda MDA diizeyleri; T, D ve DT gruplarinda anlamli 6lgiide artis
gostermistir (K-T p<0,0001; K-D p=0,035 ; K-DT p=0,000). Kontrol grubu ile DE grubu
arasinda anlaml bir fark goriillmemistir (p=0,428). T grubu ile DT grubu arasinda ise anlaml
bir fark goriilmemistir (p=0,377). DT grubu ile DE grubu karsilagtirildiginda, DT
grubundaki MDA diizeyleri anlamli olarak daha fazladir (p=0,003). Deney gruplarinin
karaciger MDA diizeyleri istatistiksel degerlendirilmeleri ile birlikte Cizelge 4.5 ve Sekil

4.7’de verilmistir.

Cizelge 4.5. Deney hayvanlarinin nmol/mg cinsinden karaciger dokusundaki ortalama MDA

dizeyleri
Gruplar (nmol/mg) K ((=6) | T (n=6) D (n=6) DT(n=6) DE(n=6)
Ortalama 0,776 1,138 0,901" 1,023 0,831*
Standart hata 0,104 0,182 0,098 0,094 0,088

*Kontrol grubuna gore anlamlilik; *DT grubuna gore anlamliligi gostermektedir.




71

MDA Dizeyi
1,40

1,20

*
*
*
1,00 X
) I I
0,00
K T D DT DE

MDA nmol/mg
(=] (=]
3 ]

=]
8

(=]

Sekil 4.7. Karaciger dokusunda MDA diizeyleri

*Kontrol grubuna gore anlamlilik; DT grubuna gére anlamliligi géstermektedir.

4.7. Glutatyon (GSH) Duzeyleri

Karaciger dokusunda dlgiilen GSH diizeyleri igin istatistiksel olarak Kruskal-Wallis testi ile
analiz edilip, Conover-Iman ile post-hoc degerlendirilmesi yapildi. GSH diizeyleri kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda; T, D ve DT gruplarinda anlamli 6l¢iide azalma gostermistir
(K-T p<0,0001; K-D p<0,0001; K-DT p<0,0001). Kontrol grubu ile DE grubu arasinda
anlamli bir fark goriilmemistir (p=0,785). DT grubu ile topiramat grubu karsilastirildiginda
GSH diizeyi topiramat grubunda anlamli 6lglide daha azdir (T-DT p=0,001). D ve DT
gruplart karsilagtirildiginda ise DT grubundaki GSH diizeyi anlamli olarak daha azdir
(p=0,009). DE ile karsilastirildiginda; D ve DT gruplarinda anlamli 6lgtide GSH diizeyleri
daha azdir (DT-DE p<0,001; D-DE p<0,0001). Farkli gruplarin karaciger GSH diizeyleri

istatistiksel degerlendirilmeleri ile birlikte Cizelge 4.6 ve Sekil 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.6. Farkli gruplardaki siganlarin karaciger dokusunda nmol/mg cinsinden GSH

duzeyleri
Gruplar (nmol/mg) | K (n=6) T (n=6) D (n=6) DT(n=6) DE(n=6)
Ortalama 69 36" 55" 497X 70°
Standart Hata 9 3 3 3 8

*Kontrol grubuna gore anlamhilik; *TPM grubuna gére anlamlilik; "D grubuna gére anlamlilik; - DT grubuna
gore anlamliligr gostermektedir.
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Sekil 4.8. Karaciger dokusunda GSH diizeyleri

*Kontrol grubuna gére anlamliltk; *TPM grubuna gére anlamlilik;

gore anlamliligi gostermektedir.

*D grubuna gore anlamlilik; ~DT grubuna
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4.8. Superoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

SOD dizeyleri icin istatistiksel olarak Kruskal-Wallis testi ile analiz edilip, Conover-Iman
ile post-hoc degerlendirilmesi yapildi. Kontrol grubu ile T, D ve DE gruplan
karsilagtirildiginda SOD diizeylerinde anlamli bir fark goriilmemistir. Ancak kontrol ile
karsilagtirildiginda DT grubu SOD diizeylerinde anlamli bir artig goriilmistiir (p=0,001). DT
grubu ile karsilagtirildiginda T, D ve DE gruplarinda SOD diizeyi anlamli dl¢lide daha azdir
(T-DT p=0,007; D-DT p=0,001; DT-DE p=0,012). Farkl1 gruplarin karaciger SOD diizeyleri

istatistiksel degerlendirilmeleri ile birlikte Cizelge 4.6 ve Sekil 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.7. Deney hayvanlarinin mU/mg cinsinden karaciger dokusundaki ortalama SOD

duzeyleri
Gruplar K T D DT E
Ortalama 30,2 34,0 314 42,9 34,4
Standarthata |7,0 34 58 4,7 6,2

*DT grubu ile K, T, DT ve DE gruplar: arasindaki anlamlilig1 géstermektedir.

SOD Aktivite Diizeyi
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Sekil 4.9. Karaciger dokusunda SOD aktivitesi

SOD mU/mg

*DT grubu ile K, T, DT ve DE gruplar: arasindaki anlamliligi gostermektedir.



74

4.9. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesi

Deney hayvanlar1 karaciger homojenat siipernatanlarinda glutatyon peroksidaz aktivitesi
temin edilen ticari kit kullanilarak olgiildii. Aktivite dlgtimii, Kit protokoliinde belirtilen ve
Yontemler boliimiinde agiklandigi sekilde yapildi ve yine aktivite hesaplamalari protokolde

belirtilen sekilde hesaplandi.

GPx duzeyleri icin istatistiksel olarak Kruskal-Wallis testi ile analiz edilip, Conover-Iman
ile post-hoc degerlendirilmesi yapildi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda GPx diizeyleri;
T, D ve DT gruplarinda anlamli olarak daha diisiiktiir (K-T p=0,000; K-D p<0,0001; K-DT
p<0,0001). Kontrol grubu ile DE grubu arasinda anlamli bir fark gériilmemistir (p=0,056).
DE grubu ile karsilastirildiginda D ve DT gruplarinda GPx diizeyi anlamli daha azdir (D-
DE p=0,007; DT-DE p=0,004). Farkli gruplarin karaciger GPx diizeyleri istatistiksel
degerlendirilmeleri ile birlikte Cizelge 4.6 ve Sekil 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8. Farkli gruplardaki siganlarin karaciger dokusunda nmol/dk/mL cinsinden GPx

duzeyleri
Gruplar K T D DT DE
Ortalama 6,02 3,16* 2,77* 2,68* 3,08%x
Standart hata |1,06 0,84 0,66 0,44 0,99

*Kontrol grubuna gore anlamlilik; *D grubuna gére anlamlilic; *DT grubuna gore anlamiiligi géstermektedir.
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Sekil 4.10. Karaciger dokusunda GPx aktivitesi

*Kontrol grubuna gére anlamhlik; *D grubuna gére anlamhlik; *DT grubuna gore anlamliligi géstermektedir.

4.10. Histolojik Bulgular

Kontrol grubundan hayvanlarin karaciger 6rneklerinde hepatositlerde normal bir histolojik
gorinim vardr (Resim 4.1.A). Topiramat grubundan hayvanlarin karaciger 6rneklerinde
hepatositlerin yer yer belirgin bir eozinofilik goriiniim sergiledigi ve dokuda yer yer
inflamatuar hucre infiltrasyonu oldugu goriildii (Resim 4.1.B). Topiramat uygulanan
hayvanlarin karaciger kesitlerinde dikkati ¢eken en onemli degisiklikler hicrelerin bir
kisminda hidropik degisikligi diislindiiren sitoplazmik vakuollerin varligiydi, ayrica yine
hiicrelerin bir kisminda nukleus hatlarinin siliklestigi ve nukleusun soluk boyandigi izlendi
(Resim 4.1.B’). Yam sira az sayida karaciger Orneginde kiiciik bir hiicre grubunda

eozinofilik ve globdler sitoplazmik goriintimler dikkati cekmekteydi (Resim 4.1.B”’).
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Resim 4.1. Kontrol (A) ve topiramat grubundan (B, B’, B’’) hayvanlarin karaciger doku
orneklerinin HE boyali kesitlerine ait mikrograflar. A. Santral ven (asterisk)
etrafinda 1smnsal bicimde hiicre kordonlar1 olusturan normal hepatositler. B.
Belirgin eozinofilik boyanma gosteren hepatositler ve oklarla gdsterilen yogun
bir infiltrasyon dikkati ¢ekmektedir. B’. Topiramat uygulanan hayvanlarin
hepatositlerinde degisen derecelerde sitoplazmik vakuoller (ok baslari)
g6zlenmektedir. B>’. Topiramat grubundan az sayida karaciger 6rneginde kiigiik
bir hiicre grubunda eozinofilik ve globiiler sitoplazmik goriiniimler (kivrintili
ok) izlenmektedir.

Resim 4.2. Kontrol grubuna ait normal hepatosit gortntisu
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Diyet gruplarinda daha ¢ok mikrovezikiiler paternde olan yaglanmaya yer yer izole hiicreler

halinde makrovezikiiler goriiniim de eslik ediyordu.

Resim 4.3. Diyet (A, A’, A”’), diyet + topiramat (B, B’, B’’) ve diyet +E vitamini (C, C’,
C’’) gruplarindaki hayvanlarin karaciger 6rneklerinin HE boyal1 kesitlerine ait
mikrograflar ve alkolik olmayan steatohepatit hasarinin belirlenmesinde
kullanilan steatoz, balonlagsma dejenerasyonu, inflamasyon ve NAS skorunun
gruplar aras1 farkliliklarinin  karsilagtirllmasi. Daha ¢ok mikrovezikiiler
birikimlerin goriildiigi kesit alanlarinda yer yer makrovezikiiler birikim paterni
(ok baglari, A’, B’ ve C’) ve balonlagsma dejenerasyonu (kivrintili ok, B) izlendi.
Gruplar inflamatuar hiicre infiltrasyonu (oklar, A’’, B’’, C’’) bakimindan
benzerlik gosteriyordu.

Caligmamizda histolojik olarak steatoz, inflamasyon, balonlagma ve NAS olmak tizere 4 ayr1
skorlama yapildi. Elde edilen skorlar gruplar arasinda karsilastirildi. Skor hesaplanirken
ortanca veriler kullanild1 ve bu Karsilastirma icin de istatistiksel olarak Kruskal-Wallis testi

ve post-hoc Conover-Iman degerlendirilmesi yapildi.

Steatoz degerlendirilmesi

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda D ve DE gruplarinda steatoz skorunun anlamli olarak
daha yiiksek oldugu bulunmustur (K-D p=0,017; K-DE p=0,017). TPM grubu ile
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karsilagtirildiginda DT gruplarinda steatoz skorlamasi anlamli olarak daha yuksektir (T-DT
p=0,021). Diyet grubu ile DT grubu karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunamadi (D-DT
p=0,357).
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Sekil 4.11. Steatoz degerlendirilmesi

* Kontrol grubu ile D ve DE gruplar arasindaki anlamlilig1 gostermektedir.
#T grubu ile DT grubu arasindaki anlamlili1 géstermektedir.

Infiltrasyon degerlendirilmesi

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda sadece DT grubu arasinda anlamli bir artis
gozlenmistir. (K-DT p=0,037). Diger gruplar arasinda anlamli bir fark yoktur.



79

infiltrasyon
3.5

2,5

15

Skorlama
X

0,5

1

I« BT WD o7 W DE

Sekil 4.12. Infiltrasyon degerlendirilmesi

* Kontrol grubu ile DT grubu arasindaki anlamlilig1 géstermektedir.

Balonlasmanin degerlendirilmesi

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda D ve DT gruplarinda balonlagsma skorunun anlamli
olarak daha yiiksek oldugu bulunmustur (K-D p=0,032; K-DT p=0,000). TPM grubu ile
karsilastirildiginda DT grubunda balonlagsma skorlamasi anlamli daha yiiksektir (T-DT
p=0,000). Son olarak DT grubu ile DE grubu karsilagtirildiginda DT grubunda balonlagma
skorlamasi anlamli olarak daha yiiksek oldugu bulunmustur (p=0,032). Diyet grubu ile DT
grubu karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunamadi (D-DT p=0,095).
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Sekil 4.13. Balonlagsma degerlendirilmesi
* Kontrol grubu ile D ve DT gruplar arasindaki anlamlilig1 géstermektedir.

#T grubu ile DT grubu arasindaki anlamlilig1 géstermektedir.
*DT grubu ile DE grubu arasindaki anlamlihig1 gostermektedir.

NAYKH aktivite skorunun degerlendirilmesi

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda D, DT ve DE gruplarinda NAYKH aktivite skorunun
anlamli olarak daha yiiksek oldugu bulunmustur (K-D p=0,000; K-DT p<0,0001; K-DE
p=0,002). TPM grubu ile karsilastirildiginda DT grubunda NAYKH aktivite skorunun
anlaml daha yiiksektir (T-DT p=0,000).



81

NAS
8
* *H
7 —‘— —5- L]
] :
pa *
*
m 5 L |
: . .
- 4
o
>
v o3 -
2 —F

1

HK EHT HD EOoT HDE

Sekil 4.14. NAYKH aktivite skorunun degerlendirilmesi

* Kontrol grubu ile D, DT ve DE gruplar arasindaki anlamlilig1 gostermektedir.
#T grubu ile DT grubu arasindaki anlamlili1 géstermektedir.

Histolojik verilerin biyokimyasal parametreler ve agirlik ile korelasyon analizleri yapilmis

ancak higbir eslesme arasinda anlamli bir iliski bulunamamustir.
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5. TARTISMA

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi (NAYKH) tiim diinya ¢apinda en sik goriilen karaciger
hastaligidir ve ¢alismalarda prevalansinin %25 ila %45 arasinda degistigi bildirilmistir.
Ustelik bu rakamlar giin gegtikge artan obezite ve diyabet sikligina paralel olarak artmaktadir
[66]. NAYKH’1in metabolik sendrom ve insiilin direnci ile yakindan iligkili patogenezi
aslinda aralarinda oksidatif stres, lipit peroksidasyonu, sitokin/adipokin dengesinde
bozulma, lipotoksisite, immdin sistemin aktivasyonu ve birgok genetik faktorin de rol aldig
karmasik bir siiregtir [38]. Obezite tedavisinde kullanilan TPM’nin farkli dokularda oksidan-
antioksidan o6zellik gosterdigi bilinmektedir. Ancak TPM’nin hem saglikli karaciger hem de
NAYKH olusturulan karaciger dokusunda oksidan-antioksidan parametreler tizerine etkisi
bilinmemektedir. Bu veriler dogrultusunda biz de bu tez ¢alismasinda TPM’nin hem saglikli
karaciger dokusunda hem de NAYKH olusturulan karaciger dokusunda oksidan-antioksidan
parametreler lizerine etkisini aragtirmak istedik. Ayrica olasi antioksidan etkinligine bagh

histolojik iyilesme saglayabilip saglayamayacagini gdstermeyi amaglamigtik.
5.1. Kullanilan Yonteme Yonelik
5.1.1. Hastalik modeli

Calismamizdaki ilk amacimiz NAYKH olusturmakti. NAYKH icin ideal hayvan modeli,
insan NAYKH'min karmasik etiyopatogenezinin tiim yonlerini ve farkli agamalarinin tipik
histolojik bulgularini yansitmalidir. Insan NAYKH 1nin dogal seyrine ve patogenezine gore
tam ideal bir hayvan modeli olamasa da hayvanlarda NAYKH olusturmak i¢in yaygin olarak
kullanilan birtakim modeller bulunmaktadir. Bu modeller diyet ve genetik modeller olmak
izere ikiye ayrilabilir. Az sayida NAYKH hastas1 belirgin genetik kusurlar sergiledigi i¢in
insan NAYKH’ 11 taklit etmesi agisindan diyet modellerinin daha amaca uygun oldugu
kabul edilmektedir. Diyet modelleri arasinda yiiksek yag icerikli diyetler, yiksek kolesterol
ve yag igerikli aterojenik diyetler, yliksek fruktoz ve/veya siikroz igerikli diyetler, metiyonin
ve kolinden kisith diyetler ve bunlarin kombinasyonu yer almaktadir. Bu amagla en sik
kullanilan diyetlerden biri olan yiiksek yag icerikli diyetin steatoza yol agtigi bir¢ok
calismada ortaya konulmustur [38]. Bu nedenlerden dolayt NAYKH olusturmak amaci ile
biz de yiiksek yag icerikli diyeti sectik. S6z konusu yontemin basarisi ise deney siirecimiz

sonunda sakrifiye edilen hayvanlarin karaciger dokusunun histolojik olarak incelenmesi
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sonucu ortaya konuldu. Diyet grubundaki tiim hayvanlarin yaglanma skorunun %5’den fazla
oldugu dolayist ile verdigimiz yiiksek yagl diyetin NAYKH olusumunu basari ile

gerceklestirdigi goriilmiistiir.

5.1.2. Topiramat verilis siire ve dozu

TPM genel olarak antioksidan gorlen karakteri nedeni ile birgok hastalik modelinde tedavi
amacli denenmis bir ilagtir. Karacigerdeki etkilerinin bilinmemesi ve obezite gibi karaciger
patolojilerinin sik goriildiigii bir durumda klinikte kullaniliyor olmasi, her ne kadar
antioksidan etkisi beklense de oksidan hasara yol agcma kapasitesi yoninden sorunlu
goriinmektedir. Nitekim TPM kullanimima bagli akut karaciger hasari rapor eden vaka

¢alismalar1 da bulunmaktadir [164—166].

Calismamizda TPM’nin ticari olarak eczanelerde satilan formunu kullandik. Saf TPM
maliyetinin yiksek olmasi, saf formunun dimetil sulfoksit (DMSO) gibi oldukga toksik bir
ajanda ¢oziinmesi gerekliligi ve daha 6nceki yapilan ¢ok sayida ¢aligmada ticari formunun
basar1 ile uygulanmasi bu yolu segmemizde etkili oldu. Nitekim TPM’nin ticari formunun
icerisindeki etkin madde (TPM) disinda bulunan yardimci maddeler laktoz monohidrat,
mikrokristalize seliiloz, sodyum nisasta glikolat, prejelatinize misir nisastasi, magnezyum
stearat, karnauba mumu ve opardy beyaz olup bu yardimci maddeler incelendiginde bunlarin
biyolojik sistemlerde herhangi bir etkiye sahip olmayan, non-reaktif inert bilesikler oldugu
goriilmistiir. Bu maddeler oksidan-antioksidan sistemler dahil olmak tzere bir farmakolojik
etkiye sahip degildirler [167]. Bu nedenle insanda ve hayvanlarda glvenli olarak

kullanilabilmekte ve sonuglari komplike etmemektedirler.

Calismamizda kullandigimiz dozu belirlerken, literatiirde hayvanlarda TPM’nin farkli
dokularda oksidan-antioksidan sistemler izerinde etkisinin incelendigi ¢alismalar1 baz aldik
[7,18,126,127,129,168]. Bununla birlikte literatiirde daha diisiik [15,130,132] veya daha
yiksek doz [133,168] TPM kullaniminin da oldugu ¢alismalar mevcuttu. Ayrica TPM’nin
obezlerde kilo verdirici etkisine yonelik yapilan doz cevap ¢alismasinda etkinligi 100 mg
tizeri dozlarda daha belirgin oldugu gosterilmistir [146]. Verilecek dozu belirlerken, s6z
konusu dozun literatiirde sik kullanilmis olmasinin Gtesinde, insanlarda TPM’nin 6nerilen

maksimum terap6tik dozunun 16,7 mg/kg/gln olmasi ve bunun siganlardaki karsiliginin 104
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mg/kg/gln olmasi yatmaktadir [18]. Tiim bu nedenler géz oniinde bulunduruldugunda, biz

de calismamizda “TPM” ve “Diyet + TPM” gruplarina 100 mg/kg/giin dozunda TPM verdik.

Literatiirde ayn1 dozda ancak farkli siirelerde TPM kullanimi mevcuttur. Ornegin, Sarangi
ve arkadaslarinin TPM’nin sigan frontal korteks ve striatumunda oksidan-antioksidan
sistemler lizerinde etkisini inceledikleri ¢aligmada kullandiklar1 doz ve siire 100 mg/kg/giin
ve 45 gun [18]; El Makawy ve arkadaslarinin TPM’nin fare testisinde oksidan-antioksidan
sistemler tizerinde etkisini inceledikleri ¢alismada kullandiklar1 doz ve siire 100 mg/kg/giin
ve 4 hafta [168]; Armagan ve arkadaslarinin TPM’nin sigan bobreginde oksidan-antioksidan
sistemler tizerinde etkisini inceledikleri ¢alismada kullandiklar1 doz ve siire ise 50-100

mg/kg/giin ve 1 hafta idi [7].

Literatiirde siireden bagimsiz olarak farkli dokularda uygulanan TPM’yi oksidan veya
antioksidan etkili bulan ¢aligmalar mevcuttur. Yine literatiirde TPM yaygin olarak 3 hafta
(21 giin) kullanilmistir. Tim bu durumlar géz oniinde bulunduruldugunda ¢alismamizda

TPM’yi 21 giin boyunca 100 mg/kg/giin uygulamay1 uygun gordiik.

5.1.3. E vitamini dozu

E vitamini en iyi bilinen antioksidanlar arasinda yer almaktadir. Serbest radikalleri inaktive
ederek ve lipit peroksidasyonunu azaltarak antioksidan etkinligini gosterir. Bu 6zellikleri
nedeni ile hepatik inflamasyonu baskilamasi amaciyla NAYKH’li hastalarda da
kullanilabilmektedir [73]. Yaptigimiz ¢alismada hipotezimiz karaciger dokusunda TPM’nin
antioksidan olacag1 yoniindeydi. Bu nedenle TPM’nin olasi antioksidan etkinligini de
bilinen bir antioksidan olan vitamin E ile de karsilastirmay1 hedefledik. Literattirde bir¢ok
calismada 100 ila 500 mg/kg/giin dozunda ve 3 ila 4 hafta siiresince oral yol ile verilen E
vitaminin antioksidan etkinligi basari ile ortaya konulmustur [169-175]. Buna dayanarak
calismamizda “Diyet + Vitamin E” grubuna 3 hafta boyunca 250 mg/kg/giin dozunda oral E

vitamini verdik.
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5.2. Bulgulara Yonelik

5.2.1. Agirhk degisimi

Calisma boyunca haftalik agirlik takipleri gergeklestirilmistir. Baslangigta higbir grup
arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmazken 7. haftada (tedavi baslangict dncesi 6
haftalik diyet sonunda) yiiksek yagl diyet tiiketen gruplarin agirlik ortalamasinin standart
diyet tiiketen gruplara kiyasla anlamli 6l¢iide daha fazla oldugu goriilmistiir. Bu sonuclar
NAYKH olusturmak amaci ile verilen diyetin standart diyete kiyasla daha yiiksek enerji

icermesine bagli olup beklenti dahilindedir.

10. haftada yapilan agirlik karsilagtirmalarinda her ne kadar “TPM” grubunda kontrole
kiyasla azalma goriilmiis olsa da bu iki grup arasinda istatistiksel olarak bir anlamli fark elde
edilmemistir. Ancak ayni haftada yapilan karsilastirmalarda “Diyet + TPM” grubunda
sicanlarin agirliginin “Diyet” grubuna kiyasla anlamli 6l¢iide daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. TPM’nin agirhk Uzerindeki negatif etkisinin obez deneklerde, normal
deneklerdekinden daha belirgin oldugu bu bulgular dogrultusunda sdylenebilir. TPM’nin
obezite tedavisinde kullanilan bir ila¢ oldugu goz 6niinde bulunduruldugunda bu sonuglar
oldukca anlamlidir ve literatir ile uyumludur [144-147]. TPM’nin anti-obezite etkisi bu

acidan ¢alismamizca da dogrulanmustir.

Ayrica E vitamini alan grup diyet grubuna gore 10. hafta sonunda daha diisiik agirliklara
sahipti. Bu bulgu E vitaminin antioksidan olmasina ek olarak anti-obezite etkili de oldugu
ve metabolik sendrom ile iligkili durumlarin 6nlenmesinde etkili olabilecegini bildiren

calismalarla uyumludur [176,177].

5.2.2. Kan sekeri degisimi

Siganlar icin kan sekeri normal degerleri 50-115 mg/dL arasindadir. Baslangigta yapilan
karsilagtirmada gruplar arasinda agirlik takibinde oldugu gibi kan sekeri diizeylerinde de
istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir ve tiim degerler normal sinirlar dahilindedir.
Yedinci haftada yapilan Kkarsilastirmada yiiksek yagh diyet tiikketen gruplarmn kan
sekerlerinin standart diyet tiikketen gruplara kiyasla daha yiiksek oldugu gozlendi bu fark
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istatistiksel olarak farkli olmasma ragmen halen yagl diyet alan hayvanlarin kan sekeri

diizeyleri dahil olmak lzere tim veriler normal araliktaydi.

Agirlik takibinden farkli olarak 10. hafta verileri yerine kan sekerinde 9. hafta verileri
kullanilmistir. Bunun nedeni ¢alismamizda aslinda sakrifikasyon Oncesi yapilan anestezi
uygulamasindan ©nce yapilmasi gereken kan sekeri Ol¢limiiniin, hatali olarak bazi
hayvanlarda anesteziden sonra yapilmis olmasi ve bu oOlgtimlerin hatali sonug vermis

olmasidir. Bu durumdan dolay1 10. hafta verilerini kullanamadik.

Dokuzuncu haftaya geldigimizde ise “Diyet” grubunun kan sekerlerinin kontrol grubuna
kiyasla daha yiiksek oldugu g6zlemlendi. Her ne kadar diyet gurunda kan sekeri artmis olsa
da bu gruptaki tiim hayvanlarin kan sekerleri halen normal araliktaydi. Bu durum verdigimiz
diyetin si¢anlarda diyabet olusturmadan NAYKH olusturdugunu gostermektedir. Diyabet
tek basina oksidan hasarin artmasina yol agacak bir patolojidir. Kullandigimiz diyetle
diyabet olusturmadan yagl karaciger tablosunu olusturabilmemiz bulgularimizda karistiric

olabilecek bir faktorii elimine etmemizi sagladi.

Buna ek olarak yine 9. haftada “Diyet + TPM” grubunun kan sekerlerinin “Diyet” grubundan
diisiik olmas1 TPM nin Kilo verdirici etkisinin yaninda kan sekeri diizenlenmesine de olumlu
katkisinin oldugunu diisiindiiriir ki Wilkes ve arkadaslari tarafindan 2005’te benzer bulgular

rapor edilmistir [178].

Vitamin E grubunun 9. hafta sonunda kan sekerleri “Diyet” grubuna kiyasla daha diisiik olsa
da fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Nitekim Kim ve arkadaslar1 yiiksek yagl diyetle
beslenen bir hayvan modelinde E vitamini takviyelerinin kan sekeri diizeyleri Uzerindeki
etkilerine bakmis ve E vitaminin hiperglisemi iizerinde etkisi olmadigin1 bulmustur [179].
Diger taraftan literatlirde E vitamininin yiiksek yagl diyet sonras1 uygulanan vitamin E’nin
kan sekeri diizeylerini diiglirlicii etkisinin oldugunu gdsteren calismalar da mevcuttur

[180,181].

5.2.3. Karaciger fonksiyon testleri

ALT degerinin artmasi beklenirken bizim ¢alismamizda yagli karaciger olusmus olmasina

ragmen bu deger beklenenin aksine diisiis egilimindeydi. Bu bulgu beklentilerimizin
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disindaydi ¢linkii literatiirde NAYKH karaciger fonksiyon testleri arasindan en ¢ok artmis
ALT diizeyi ile iliskilendirilmektedir [67]. Bulgularimizdaki farklilik ¢aligma siiremizin
kisaligindan kaynaklanmis olabilecegi gibi ALT 6l¢lim yontemimizden de etkilenmis

olabilir.

Literatiirde TPM nin karaciger fonksiyon testleri lizerine etkisi ile ilgili cok kisitli veri
bulunmaktadir. Ancak ila¢ olarak kullanimi Oncesi yapilan giivenirlik ¢alismalari genel
olarak TPM kullanimi ile karaciger fonksiyon testlerinin etkilenmedigini gostermektedir
[182]. Bu etki muhtemelen Kkaracigerde metabolize olma oranmin disiikliigiinden
kaynaklanmaktadir [183].

[lag giivenirlik ¢alismalar1 karaciger fonksiyon testlerinde gorilebilecek bir yikselmeye
odaklandig1 i¢in ters yonde bir etkiyi genel olarak rapor etmezler. Bu TPM kullanan grupta
gordiigiimiiz ALT diizeyindeki diislisii karilastirmali olarak tartismamizi zorlastirmistir.
TPM ile ALT arasinda bizimkine benzer sonuglar rapor eden ulasabildigimiz tek ¢calismada
TPM yiiksek yag ve fruktozlu diyetin neden oldugu ALT yiikselmesini azalttigim
gostermektedir [184].

5.2.4. Oksidan-antioksidan biyokimyasal parametreler

NAYKH gelisiminde oksidatif stresin dnemi bilinmektedir ve NAYKH gelisen gruplarda
buna yonelik bulgularin tespit edilmesi beklenir. Calismanin “Diyet” grubu hayvanlarinin
MDA diizeylerinin kontrole kiyasla anlamli 6lgiide yiiksek olmasi yliksek yagl diyet sonucu
karacigerde oksidatif stresin arttig1 anlamina gelmektedir. Benzer sekilde literatiirde bir cok
calisma yiiksek yagl diyetin karacigerde oksidatif stresi arttirdigini bildirilmistir [177,185—
187]. Hatta Zelber-Sagi ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada kullandiklar1 regresyon analizi
ile artmis serum MDA diizeyleri ile NAYKH arasinda belirgin iligkili oldugunu ortaya
koymustur [188]. Bizse yaptigimiz korelasyon analizlerinde MDA ile karaciger yaglanma
diizeyi ya da karaciger hasar1 gosteren diger histolojik parametreler arasinda anlamli bir ilinti
gOsteremedik. Bu ¢alismada korelasyon analizi yapilirken her hayvan i¢gin MDA diizeyi
oldugu gibi kullanilarak yaglanma miktarinin NAS’a gore belirlenen degerleriyle arasindaki
iliskisi sorgulandi. Zelber-Sagi ve arkadaslarinin 394 kisiyi kapsayan ¢aligmasinda ise MDA
diizeyi U¢ gruba ayirip NAYKH ise sadece var-yok seklinde degerlendirilerek istatistiksel

analiz yapilmustir. Istatistiksel metottaki farklilik ve denek sayimizin hayvanlarla calistyor
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olmamiz nedeni ile az olmas1 MDA ile karaciger yaglanma diizeyi arasindaki olasi ilintiyi

bu caligmada tespit edememis olmamiza neden olmus olabilir.
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Sekil 5.1. Oksidan-antioksidan parametrelere ait tim veriler

Yiiksek yagl diyet oksidatif hasar1 artirdigi gibi antioksidan kapasitede de azalmaya yol
acar. Bu durum birgok ¢alismada GSH diizeyi ve GPx aktivitesinde azalma seklinde
karsimiza ¢ikmaktadir [177,186,187]. Bu ¢aligmada da literatiirle uyumlu sekilde hem GSH
diizeyindeki azalma ile hem de GPx aktivitesindeki diisiis ile yagh diyet alan hayvanlarda

antioksidan kapasitenin azaldigi gosterilmistir.

Diger taraftan ¢alismamizda yine bir antioksidan kapasite gostergesi olarak kabul edilen
SOD aktivitesinde yagl diyet uygulamasi ile bir degisiklik saptayamadik. Bu konudaki
literatiir incelendiginde yuksek yagl diyetin 10 hafta kullanildigi bazi calismalarda
beklendigi gibi SOD aktivitesinin diistigi [11,189] gosterilmistir. Diger taraftan
Jarukamjorn ve arkadaslar1 2 — 4 ve 8 hafta uyguladiklar diyet ile tiim deney gruplarinda
kontrole gore SOD aktivitesinde artis gostermistir. Ayn1 zamanda s6z konusu ¢aligsmanin ilk
iki gruptaki SOD aktivite diizeyi 8. haftadan daha da yuksektir. Jarukamjorn ve

arkadaglarinin ¢aligmasinda Onceki gruplarinda gozlemledikleri istatistiksel olarak da
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anlamli trendin devam edecegi varsayilirsa 10. haftada ilk haftalarda artmis olan SOD
aktivite diizeyini kontrol degerlerine geri donmiis olarak bulacak olmalar1 olasidir [190].
Bizim ¢alismamizin bulgular1 Jarukamjorn ve arkadaslarinin raporu ile literatiirde bulunan

diger ¢aligmalar1 birbirine baglayan bir koprii olusturabilir.

Bu tez calismasinin birincil hipotezi topiramatin anti oksidan etki yapacagi yoniindeydi.
Ancak sadece topiramat verilen hayvan grubunun MDA, GSH ve GPx aktivitesi ile ilgili
verileri bu hipotez ile geliskili sonuglar ortaya koymustur. S6yle ki, MDA’y1 artirtp, GSH
ve GPx aktivitesini azaltarak TPM tek basina karaciger iizerinde belirgin oksidan etki

gostermistir.

TPM’nin oksidan-antioksidan sistemler tizerindeki etkilerini inceleyen ¢alismalarda farkli
sonuglar elde edildigi bilinmektedir. TPM’nin bazi1 ¢alismalarda [12,18,19,135] oksidatif
stresi arttirdig1, bazi ¢alismalarda [7,15-17,126-134,136,191] ise azalttig1 rapor edilmistir.
Daha da ilging olan1 bu ¢eliskili sonuclar ayn1 dokuda gergeklesen incelemelerde de ortaya
cikmistir. Ornegin Agarwal ve arkadaslari fare beyninde TPM alan deneklerde MDA
diizeylerini artmis olarak bulmusken; Price ve arkadaslari benzer kosullarda lipit
peroksidasyonu yan tirlinlerinin azaldigin1 gostermistir [12,15]. Bu calismalar si¢anlar
iizerinde yapildiginda da geliskili sonuglar rapor edilmistir [18,128]. Ustelik bu farkliliklarm
nedenini verilen TPM dozu ile de agiklamak miimkiin degildir; 6rnegin siganlarla ¢alisan
Sarangi ve arkadaslar1 da, Motaghinejad ve arkadaslar1 da TPM’yi 100 mg/kg/giin dozunda
vermis fakat zit sonuglar rapor etmislerdir [18,128]. Olasi bir agiklama verilis siiresi ile ilgili
olabilir. TPM nin oksidan etki gosterdigini soyleyen Agarwal ve arkadaslart TPM’yi 5 hatfta,
Sarangi ve arkadaslari ise 45 giin siire ile vermisken, antioksidan etkinligi oldugunu savunan
Price ve arkadagslar ile Motaghinejad ve arkadaslar1t TPM’yi 3 hafta siire ile uygulamistir.
Lipid peroksidasyonu ile ilgili bulgular bahsedilen tiim bu ¢aligmalarda GSH diizeyleri ile
uyumlu bulunmustur. Kisaca TPM nin oksidan etki gosterdigini sdyleyen ¢aligmalarda GSH

azalmigken antioksidan etkili oldugunu gosterenlerde GSH artmis olarak rapor edilmistir.

Glutatyon peroksidaz, elektron dondrii olarak GSH’y1 kullanan ve hiicrelerde olusan gesitli
peroksitlerin seviyelerini azaltan antioksidan bir enzimdir. Oksidatif stresin GPx
aktivitesinde azalmaya yol acabildigi bilinmektedir [112]. Motaghinejad ve arkadaslari
yaptiklar1 ¢calismada metilfenidat ile induklenen oksidatif stres sonucunda beyin dokusunda

GPx aktivitesinin azaldig1 bulunmustur [126]. Ayni ¢alismada TPM verilen gruplarda GPx
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aktivitesi kontrol diizeyine geri donmiistiir. Yine Jafari ve arkadaslari sicanlarda testis
torsiyonu/detorsiyonu yaparak bir iskemi/reperfiizyon hasari olusturmus ve ortaya ¢ikan bu
oksidan ortamda benzer sekilde GPx aktivitesinin azaldigini, TPM’nin bu etkiyi normalize
ettigini bulmustur [134]. Diger taraftan bizim ulasabildigimiz kadar1 ile TPM’nin oksidan
etkisi oldugunu gosteren c¢alismalar GPx aktivitesini degerlendirmemistir. Bizse
¢alismamizda TPM nin oksidan etki gosterdigini ve bu bulgunun GPx aktivitesinde azalma
ile de desteklendigini gosterdik.

Yagh diyet grubunda oldugu gibi TPM grubunda da SOD aktivitesinde anlamli bir degisik
gOzlemleyemedik. Benzer sckilde TPM’nin oksidatif stresi arttirdigini  bildiren
calismalardan bazilar1 SOD aktivitesinde anlamli bir degisiklige yol agmadigini rapor
etmistir [12,18]. Diger taraftan TPM nin antioksidan etkili oldugunu ileri siiren ¢aligsmalarda
genellikle SOD aktivitesinde artis oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismalarda TPM’nin SOD
tizerindeki etkisinde goriilen degiskenlik daha 6nce yagl diyetin SOD aktivitesi tizerindeki
etkilerini tartistigimiz bolimde oldugu gibi siire bagimli bir degiskenlik olabilir. Akilda
tutulmasi gereken bir diger nokta ise SOD’un vicutta en fazla bulunan antioksidan enzim
olarak bunun diizeyinde degisiklik olabilmesi i¢in dokunun yiiksek siddette oksidatif strese
maruz kalmasi gerekliligidir [101]. Diger taraftan ¢alismamizda “TPM” ve “Diyet”
uygulamalarinin  birlikte bulundugu ve oksidatif stresin daha yiiksek olmasimi
bekleyebilecegimiz “Diyet + TPM” grubunda SOD aktivitesinin artmis olmasi dnemlidir.
Bu artig Jarukamjorn ve arkadaslarmmin ¢alismalarinda goézlemledikleri gibi lipid
peroksidasyonunun arttig1 oksidatif stres durumunda ayni zamanda SOD aktiviteside artiga
neden olabilmesi ile agiklanabilir. Nitekim, Mangan-SOD’u (Mn-SOD) kodlayan sod2
geninin oksidatif strese yanit olarak uyarildigi ve bunun Mn-SOD seviyelerinde artisa neden
oldugu da bilinmektedir [192]. Buna ek olarak Bakir/Cinko-SOD’un (Cu/Zn-SOD) da
oksidatif stres varliginda uyarildigi gosterilmistir [113].

Bu tez ¢alismasinin ikincil varsayimi1 Topiramatin, NAYKH (izerinde anti oksidan etkisi ile
faydali olacag1 yoniindeydi. Bu varsayim TPM nin tek basina oksidan hasar olusturmast ile
gecersiz kalmistir. Oyle ki “Diyet + TPM” grubunda MDA diizeyi kontrole gore yiiksekken
topiramatin tek bagina sebep oldugu lipid peroksidasyonunun otesine ge¢memistir. Bu
durum iki ayr1 oksidan ortam yaratan faktér olarak diyet ve topiramatin bu ydndeki
etkilerinin potansiyelize edici hatta summatif bir karakteri olmadigini gosterir. Benzer

sekilde “Diyet + TPM” grubunda GSH diizeyi kontrole gore anlamli sekilde diisiikken,
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TPM’nin tek basina yarattigi etki burada da daha belirgin kalmistir. Yine GPx aktivitesi
degerlendirildiginde “Diyet + TPM” grubunun verileri diger mudahale gruplarindan farksiz
ancak kontrolden belirgin diisiik bulunmustur. Her ne kadar TPM obezite tedavisinde onayli
olarak kullaniliyor olsa da ulasabildigimiz kadari ile literatiirde bizim ¢aligmamiza benzer
sekilde diyet ile TPM etkisini karsilastiran ve bir arada degerlendiren bir bagka ¢aligma
bulunmamaktadir. Bu ¢alismamizin 6nemli 6zgiin noktalarindan birini olustururken

verilerimizi tartigma imkanimizi da belirgin sekilde kisitlamaktadir.

Bu calismada E vitamin tedavisi pozitif kontrol grubu olarak planlanmistir. E vitamini
antioksidan etkinligini hem serbest radikalleri inaktive ederek hem de lipit
peroksidasyonunu azaltarak gostermektedir. Literatiirde siklikla rapor edilen E vitamininin
bu 6zelligi bizim ¢alismamizda da yagh diyetin neden oldugu MDA diizeyindeki artisin E
vitamine ile kontrol seviyelerine inmesi, GSH diizeyi ve GPx aktivitesinde yagl diyetin
neden oldugu azalmanin yine kontrol seviyelerine donmesi ile bir kez daha vurgulanmistir

[12,193,194].

Tiim bu veriler goz 6niine alindiginda sonug olarak topiramatin karacigerde oksidan etki

gosterdigi ilk kez bu tez ¢alismasi ile ortaya konmustur.

5.2.5. Histoloji

NAYKH tanis1 konulabilmesi i¢in hepatositlerin en az %5’inde lipit birikimi gortulmesi
gerekir [32]. Calismamizda “Diyet” grubundaki tiim hayvanlarin karacigerdeki yaglanma
dizeyi %5’ten fazla bulunmustur. Bu veri kullandigimiz yiiksek yaglh diyetin literatlrle
uyumlu ve basarili bir sekilde NAYKH olusturdugunu yani modelimizin gerektigi gibi
calistigini gostermektedir [195].
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Sekil 5.2. Histolojik degerlendirme sonuglarinin ait tim veriler

Yiiksek yagl diyetin karacigerde yaglanmanin yani sira balonlasma dejenerasyonu ve
I6kosit infiltrasyonuna da neden olmasi beklenir. Bizim bulgularimiz da bu konuda
literatiirle uyumlu sekilde diyet alan grupta yaglanmanin ve balonlasma dejenerasyonunun
anlamli sekilde arttigin1 goOstermektedir [196,197]. Diger taraftan diyet uygulamasi
infiltrasyonu artirma egilimi gosterirken istatistiksel anlamliliga NAS kriterlerine uygun
olarak degerlendirme yapildiginda ulasamamaktadir. Bu noktada infiltrasyonun NAS
kriterlerine gore belirlenirken kullanilan infiltrasyon odagi sayis1 araliklarinin istatistiksel
anlamlilig1 gizlemis olabilecegi akilda tutulmalidir [63]. Toplam NAS degerine bakildiginda
ise kontrol grubuna gore diyet alan grubun ugradig: histolojik hasar ¢ok daha belirgin hale
gelmektedir ki bu NAS’in tanimlanmasindaki ana nedendir [31]. Yiiksek yagli diyetin neden
oldugu histolojik hasart NAS’1n hem alt birimleri hem de toplamini kullanarak biyokimyasal
parametrelerimiz ile iliskilendirmek i¢in yaptigimiz korelasyon analizlerinde hi¢bir anlamli

baglanti bulamadik.

Bu tez calismasi, literatiirde bizim ulasabildigimiz kadar1 ile Topiramatin karaciger
Uzerindeki etkilerini yagl karaciger agisindan histolojik olarak inceleyen ilk arastirmadir.
TPM’nin oksidan etkileri ile paralel olarak karaciger histolojisinde belirgin degisiklikler
yarattig1 gorilmistiir. Hepatositlerde gézlemlenen yer yer eozinofilik, yer yer hidropik

degisiklikler yaninda dokuda inflamatuar hiicre infiltrasyonu da not edilmistir. Bu
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degisiklikler igerisinden sadece inflamatuar hiicre infiltrasyonu NAS’ta yer almaktadir ve
TPM etkisi ile kontrol grubunda 1,5 olan ortanca degeri 2’e ¢ikmis olsa da istatistiksel
anlamlilik gostermemektedir. TPM tek basina diger NAS parametrelerinde de anlaml
degisiklik yaratmamistir. Literatiirde TPM’nin karaciger histolojisi lizerine etkisini dolayl
olarak inceleyen tek calismada TPM uygulama siiresi bizim ¢aligmamizdan ¢ok daha uzun
(3 ay) olmakla birlikte baz1 hepatositlerde graniiler dejenerasyon ve hatta bazi bolgelerde
punktat nekroz alanlar1 rapor etmistir. S6z konusu caligsma 2007°de Chinese Journal of
Contemporary Pediatrics dergisinde yaymlanmis olup Ingilizce 6zeti bulunmasina karsin
tam makalesi Cince yazilmis oldugu igin verilerin detaylarina ulagilamamaktadir [198].
Diger taraftan 2020’de Frontiers in Endocrinology dergisinde yayinlanan bir sistemik
derlemede TPM’nin histolojik olarak karaciger yaglanmasi, inflamasyonu ve fibrozisi
hakkinda verinin bulunmadigini belirtmektedir [199].

Bu c¢alismanin bulgular1 dahilinde oksidan stres acisindan TPM, yiiksek yagh diyet
uygulamasina gore daha belirgin oksidan etki gostermesine karsin NAS’1 diyet
uygulamasina benzer sekilde bozamamasi, diyet uygulamasinin karacigerde yarattigi hasarin

oksidan stresten ¢cok dogrudan yaglanmadan kaynaklandigini diisiindiirebilir.

TPM’nin obezite tedavisinde kullaniliyor olmas1 temel olarak kilo kaybina neden oldugunun
goriilmesinden kaynaklanmaktadir. Ancak obezite tedavisindeki temel hedef yaglanmanin
yarattig1 fonksiyonel bozukluklarin 6niine gecilebilmesidir. Bu noktada viicuttaki yaglanma
tipi 6nem arz eder ve daha cok erkeklerde goriilen elma tipi yaglanma, visseral organlarda
daha fazla yag birikimi ile ilintili oldugu i¢in daha tehlikeli kabul edilir [23]. Bu dogrultuda
TPM’nin kilo azaltici etkisinin visseral yaglanmada azalmaya sebep olacagi varsayimui ile
hareket edildigi soylenebilir. Nitekim genel olarak literatiirdeki ¢alismalara baktigimizda
kilo kaybmin organ yaglanmasini azalttig1 rapor edilmistir [73]. Bu ¢alismada ise TPM
ozellikle yagli diyetle beslenen hayvanlarda kilo kaybina neden olurken histolojik
incelemeler sonucunda karaciger yaglanmasinda belirgin bir degisiklik yaratmamistir. Bu

TPM’nin kilo verdirici etkisinin klinik 6nemini zayiflatacak bir bulgu olarak kabul edilebilir.

Benzer sekilde TPM uygulamasi diyetin neden oldugu balonlagsma dejenerasyonunda
diizelme saglayamadig1 gibi sadece diyet alan grupta 1 olan ortanca degeri diyetle beraber
TPM alan grupta 2 ye ¢ikmistir. Ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Diger

taraftan inflamatuvar hiicre infiltrasyonu degerlendirildiginde tek basina diyet ya da TPM
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hasarda anlamli bir artig yaratmazken diyet+TPM grubunda infiltrasyon belirgin diizeyde
yiiksek bulunmustur. Tiim bu bulgular beraber degerlendirildiginde TPM kullaniminin yagh
karaciger iizerinde faydali bir etkisi olmadig1 gibi zararli dahi oldugu sdylenebilir. Ki bu

durum toplam NAS’ta kendini agik¢a gostermektedir.

E vitamini uygulamasi ile diyetin neden oldugu histolojik hasarin kullandigimiz higbir
parametrede anlamli bir degisiklik yaratmadigi gozlemlenmistir. E vitamininin bilinen
antioksidan etkinligi goz oniine alindiginda sonuglarimiz bize bir kez daha diyetin yarattigi
histolojik hasarin altinda oksidan mekanizmalardan ¢ok dogrudan yaglanmaya bagl
degisikliklerin oldugunu disiindiirmiistiir. Ayrica E vitamininin literatiirle uyumlu sekilde
TPM gibi kilo verdirici etki gostermis olmasina karsin histolojik diizelme saglayamamasi
ilging bir nokta olarak tekrar karsimiza ¢ikmistir. Diger taraftan E vitamininin histolojik

diizelme sagladigini gosteren galigsmalar bulunmaktadir [73].
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6. SONUC VE ONERILER

Non-alkolik yagl karaciger hastaligi (NAYKH) tiim diinya ¢apinda en sik goriilen karaciger
hastaligi olup; patogenezinde aralarinda oksidatif stres, lipit peroksidasyonu, lipotoksisite ve
birgok genetik faktoriin yer aldig1 karmasik bir siirectir. Literatiirde NAYKH olusturulmus
karaciger dokusunda TPM’nin oksidan-antioksidan etkilerini arastiran g¢alisma mevcut

degildir. Yaptigimiz bu ¢aligmaya ait bulgularimiz dogrultusunda sunlar1 soyleyebiliriz;

i.  TPM, yagh diyet uygulanmis si¢anlarda viicut agirligini1 ve kan sekerini diisiiriicii

etki géstermistir.

ii.  TPM, saglkli karaciger dokusunda oksidan etki gostermis ve bazi histolojik

bozukluklar yaratmistir.

iii.  TPM, NAYKH olusturulmus si¢an karaciger dokusunda oksidan etki géstermis ve
hastalik modelinin yarattig1 histolojik hasar1 diizeltemedigi gibi belli noktalarda

hasar1 artirmistir.

iv.  E vitamini, NAYKH olusturulmus sigan karaciger dokusunda antioksidan etkisini
gostermis ancak hastalik modelinin yarattig1 histolojik hasar1 diizeltme yo6niinde bir

etkisi olmamustir.

TPM’nin genel olarak iyi tolere edilen bir ilag olarak gortilse de birtakim yan etkileri oldugu
bilinmektedir. Ancak bu yan etkiler iginde hepatotoksik etkiler 6n planda degildir, hatta
olduk¢a nadir oldugu sdylenmektedir. Yine de literatiirde az sayida da olsa bazi olgu
sunumlart TPM’ye bagli gelismis akut karaciger hasari olustugunu bildirmistir. Bu yan etki
genellikle TPM’nin valproik asit ve/veya karbamazepin gibi diger ilaclarla kombine
kullanilmasiyla ortaya ¢ikmistir [164-166] ve bu giine kadar hasar kombine kullanima
atfedilmistir.

Bu tez caligmasinin oncelikli olarak vurgulanmasi gereken sonucu TPM’nin tek bagina dahi
karaciger iizerinde oksidan hasar olusturdugu ve klinikteki kullaniminda bu durumun
ozellikle de ek hastaligi olan bireylerde géz 6niinde bulundurulmasi gerekliligidir. Cilinkii

bu aragtirmanin da gosterdigi iizere NAYKH gibi karacigerde hasar olusturan ek hastalik
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durumunda olumsuz etkiler agreve olabilmektedir. TPM’nin NAYKH ile siklikla birlikte
goriilen obezite tedavisinde kullaniliyor olmast uzun donemde Onemli sakincalar

dogurabilir.

6.1. Calismanin Kisithliklari

Calismamizin kendi i¢inde bazi kisitliliklart mevcuttu. Calismamizdaki maddi kisitlilik
nedeniyle oksidan hasarin gostergesi olarak sadece MDA dizeyi Olculdi. Protein
oksidasyonu olgtimiiniin yapilmasi oksidatif stresi desteleyecek bir diger parametre
olabilirdi. Diger bir kisitliligimiz ise temin edemedigimiz bir kimyasal nedeniyle karbonik
anhidraz enzim aktivitesine bakilamamis olunmasidir. Dolayisi ile TPM’nin neden oldugu
oksidan etkinin arkasinda karbonik anhidraz inhibisyonunun rolii olup olmadigini
gosteremedik. Son olarak karaciger fonksiyon testlerinden ALT ve AST ol¢timleri Gazi
Hastanesi Merkez Biyokimya Laboratuvari’nda yapilmistir. Kullanilan kitler insan igin
uygun olup, hayvanlara uyarlanmasi sonucu etkilemis olabilir. Ileriki ¢aligmalarda bu

Olctimler i¢in uygun kit kullanilmas1 daha dogru sonuglar elde edilmesine yardimci olabilir.

6.2. Gelecege Yonelik Arastirma Planlar

Yaptigimiz bu ¢aligma sonuglar1 géz Oniine alindiginda TPM’nin karaciger dokusunda
oksidan etkili oldugunu sdylemek mumkindir. Ancak oksidatif stresi hangi yolaklar
araciligiyla artirdigi bilinmemektedir. Bu etkiden sorumlu yolaklar1 aydinlatacak

calismalarin yapilmasi, bu konu hakkindaki bilgilerimizi kuvvetlendirecektir.

TPM’nin karbonik anhidraz enzimini inhibe ettigi bilinmektedir. Ancak TPM’nin oksidan-
antioksidan parametreler tizerindeki etkisinin altinda bu inhibisyonun roliiniin olup olmadig1

bilinmemektedir. Gelecekteki calismalarda bu konu incelenebilir.

TPM’nin yarattig1 oksidatif strese bagli olusan hasar histolojik olarak gdézlenmistir. S6z
konusu hasarin apoptoz ile sonuglanip sonuclanmadigi, sonuglaniyorsa bu siirece yol agan

yolaklarin neler oldugu bir sonraki arastirmalarin konusu olabilir.

Calismamizda TPM’nin oksidan-antioksidan parametreler izerindeki etkileri incelenmisti.

Sonraki ¢alismalarda bunlara ek olarak sitokinler lizerindeki etkileri de incelenebilir.
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