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KISALTMALAR

A.B.D
ADA
ALP
ALT
AMA
ANA
ApoB-100
AST
ATP
BOP
CYP2E1
FDA
FFA
GGT
GSH
HCV
HMG-CoA
H&E:
IKK-B
IL-6
IL-8
IRS1
iP

LPS

MCD

Amerika Birlesik Devletleri
Adalimumab

Alkalen fosfataz

Alanin aminotransferaz
Antimitokondriyal antikor
Antinukleer antikor

Apolipoprotein B-100

Aspartat aminotransferaz

Adenozin trifosfat

Bilimsel Arastirma Projeleri

Stokrom P450 2E1

Amerikan Gida ve ilag Dairesi

Serbest yag asitleri

Gama glutamil transferaz

Glutatyon

Hepatit C virlsu

3-hidroksi-3-metil-koenzim A

Hematoksilen-Eozin

Inhibitor kapa kinaz

Interlokin 6

Interlokin 8

Instilin reseptér substrat-1

Intraperitoneal

Lipopolisakkarit

Metionin ve kolin defisit

MRG
géruntileme

NAC
NAFLD
NASH

NAYKH
hastalig

NF-kappa p

PDGF
faktord

PPAR-a

Manyetik rezonans

N-asdtilsistein
Nonalcohalic fatty liver disease
Non-alkolik steatohepatit

Non-alkolik yagli karaciger

NUkleer faktor kappa 8

Trombosit kaynakli blyime

Peroxisomal proliferator-

activated reseptor-a

ROS
SLE

SPSS
Social Sciences

SS

S-AMe

TGF g
beta

TNF-a
UCP-2
UDKA
VKI

VLDL

Reaktif oksijen radikallerinin
Sistemik lupus eritamatozus

Statistical Package for the

Standart sapma

S-adenozilmetionin

Transforming growth faktor-

TUmor nekrozis faktor alfa

Uncoupling protein-2
Ursodeoksikolik asit
Vicut kitle indeksi

Cok distik dansiteli lipoprotein

vi




OZET

RATLARDA NON-ALKOLIK STEATOHEPATIT UZERINE ADALIMUMAB ve N-
ASETILSISTEININ ETKILERININ KARSILASTIRILMASI.

Amag: Non-akolik steatohepatitte (NASH) etkin kullamilan bir medikal tedavi
olmamasi ve Ozellikle NASH patogenezinde tumor nekrozis faktor afamn (TNF-o) ve
oksidatif stresin Gnemli bir yeri olmasi nedeniyle, TNF-o’y1 etkileyen adalimumab ve major
endojen antioksidan glutatyon prekirsori olan N-asetilsistein (NAC) tedavilerinin NASH
gelisimine etkisinin arastirilmast planlanmustir.

Materyal metod: Alt:1 hafta boyunca 7’serli 5 grup halinde toplam 35 disi Wistar
albino rat calismaya alindi. Bes grubun 1.sine normal diyet, diger 4’ ine metionin ve kolin
defisit (MCD) diyet verildi. MCD diyet alan 4 grubun bir kolu herhangi bir ilag almach. 3
gruba sirastyla N-asetilsistein, adalimumab ve N-asetilsistein-adalimumab kombinasyonu
verildi. 6 hafta sonunda ratlara 6tenazi uygulandi. Serum Ornekleri alinarak aspartat
aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), alkalen fosfataz (ALP), total bilirubin,
total protein, albimin, TNF-a, transforming growth faktor-beta (TGF B), interlokin 6 (IL-6),
interlokin 8 (IL-8) seviyeleri belirlendi. Karaciger cikarilarak doku 6rneklerinden yaglanma,
balon dejenerasyon, lobliler inflamasyon ve fibrozis varligi degerlendirildi.

Bulgular: MCD diyet alan grupta basarili sekilde NASH olusturuldu. Tedavi aan (g
grupta da TNF-a seviyeleri etkili bir sekilde baskilandi. TNF-a seviyelerine bakildiginda
normal diyet alan grupta 0,99 (0,13-7,42) pg/ml, sadece MCD diyet alan grupta 9,90 (2,23-
11,64) pg/ml, MCD+NAC verilen grupta 3,75 (1,97-13,14) pg/ml, MCD+adalimumab alan
grupta 1,90 (1,09-2,58) pg/ml ve MCD+NAC+adalimumab alan grupta 1,33 (1,12-4,24)
pg/ml olarak tespit edildi. Histopatolojik NASH skorunda her U ajanla istatistiksel anlaml:
farkliligin gozlendigi azalma saptandi. Gruplar arasi toplam NASH skoruna bakildiginda en
yiksek toplam skor 6,15+1,07 ile sadece MCD alan grupta goértldi. En distk skor ise
5,00+£1,16 ile MCD+NAC+adalimumab alan grupta oldugu tespit edildi. Toplam NASH
skorunda MCD+NAC ve MCD+NAC+adalimumab alan gruplar MCD+adalimumab alan
grupla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli azalma gozlendi (p=0,037-0,007).
MCD+NAC ve MCD+NAC+adalimumab alan gruplar arasinda toplam NASH skoru
acisindan istatistiksel anlamli fark gozlenmedi (p=0,381). AST, ALT (MCD+adalimumab
grubu harig) ve ALP (MCD+NAC grubu harig) seviyelerinde istatistiksel anlamli farkliligin
olmadig1 iyilesme tespit edildi.



Sonug: Bizim galismamiz TNFa ve oksidatif stresn NASH patogenezinde 6nemli rol
oynadigini; antioksidan ajan N-asetilsisteinin anti TNFo etki gosteren ajan adalimumabdan
total NASH skorunu iyilestirmede daha Gstin oldugunu gosterdi. Bu ajanlarin NASH
gelisimini  engellememesine ragmen NASH histopatoloji skorunu hafifce gerilettigi ve
karaciger fonksiyon testlerini iyilestirebilecegi gosterildi.

Anahtar kelimeler: Non-Alkolik steatohepatitis, N-asetilsistein, Adalimumab, Ratlar



ABSTRACT
A COMPARISON OF THE EFFECTS OF N-ACETYLCYSTEINE AND
ADALIMUMAB ON RATSWITH NON-ALCOHOLIC STEATOHEPITITIS.

Aim: Due to the lack of effective medical treatment of non-alcoholic steatohepatitis
(NASH), we aimed to evaluate an anti- TNF-o agent adalimumab as a new treatment option
and compare with N-acetylcysteine that suppress oxidative stress. Since tumor necrosis factor
alpha (TNF-a) and oxidative stress play an important role in NASH, we aimed to investigate
the treatment option affecting TNF-a during the development of NASH and compare it with
N-acetylcysteine attenuates oxidative stress and liver pathology in rats with NASH.

Materials and Methods: Our study included a total of 35 female Wistar albino rats
that were divided into 5 groups of 7 each, and evaluated over a 6 week period. One group
received a normal diet, while the other four groups received a methionine and choline
deficient (MCD) diet. One of the groups receiving an MCD diet did not take any medicine,
while the other three were administered N-acetylcysteine, adalimumab or N-acetylcysteine-
adalimumab combination therapy. Rats were sacrificed after six weeks. The aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP), total
bilirubin, total protein, albumin, TNF-a, transforming growth factor-beta (TGF-p), interleukin
6 (IL-6), interleukin 8 (IL-8) levels were determined from the rats serum samples. Liver
tissue samples were assessed for the presence of fatty liver, ballooning degeneration, lobular
inflammation, and fibrosis.

Results: NASH was successfully created in the MCD diet group. Levels of TNF-a
were effectively suppressed in the three groups that received therapy. The TNF-a levels were
detected to be as follows: 0,99 (0,13-7,42) pg/ml in the group receiving a normal diet, 9,90
(2,23-11,64) pg/ml in the group receiving the MCD diet, 3,75 (1,97-13,14) pg/ml in the group
treated with MCD+NAC, 1,90 (1,09-2,58) pg/ml in the group treated with MCD +
adalimumab and 1,33 (1,12-4,24) pg/ml in the group treated with MCD+NA C+adalimumab.
Decrease in total NASH score was datistically significant in MCD+NAC and
MCD+NA C+adalimumab groups (p=0,037-0,007) compared with MCD+adalimumab group
but it was not datistically significant between MCD+NAC and MCD+NAC+adalimumab
groups (p=0,381). When comparing the total NASH scores between groups, the highest total
score was 6.15+1.07 in the group receiving MCD diet and no medication. The lowest total
NASH score was 5.00+£1.16 in the MCD+NA C+adalimumab group. In addition, in AST, ALT



(except MCD+adalimamab group) and ALP (except MCD+NAC group) levels statistically
unsignificant improvement was observed.

Conclusion: Our study showed that TNFo and oxidative stress play an important role
in NASH pathogenesis. Antioxidant agent N-acetylcysteine was found to be superior to the
anti-TNF agent adalimumab in improvement of total NASH score. Although these drugs do
not prevent the development of NASH, it was shown that they could mildly reverse the
NASH histopathology score and may improve liver function tests.

K ey words: Non-alcoholic steatohepatitis, N-acetylcysteine, adalimumab, rats.



RATLARDA NON-ALKOLIK STEATOHEPATIT UZERINE ADALIMUMAB ve N-
ASETILSISTEININ ETKILERININ KARSILASTIRILMASI.

1-GIRIS

Non-alkolik steatohepatit (NASH) kavramim ilk kez 1980 yilinda Ludwing ve
arkadaglart tanimlanmustir (1). Non-akolik yaglh karaciger hastaligi (NAYKH); NASH,
fibrozis ve sirozdan yaglanmaya kadar karaciger hasarinin genis bir spektrumunu kapsar.
Hastaligin dogal seyrinde yalmz NASH olustugunda fibrozis ve siroza gidis gorulmektedir.
NASH patogenezi komplekgtir. ilk hasar inslilin rezistans: ile baslar. Steatohepatitin devam
icin ikinci hasar gereklidir. Burada oksidatif stres ile sitokinlerin etkilesiminin kilit rol
oynadigina inanlir. Oksidatif stres nikleer faktor kappa p (NF-kappa B)’ y1 aktifler. Bu model
hepatosit dejenerasyon ve 6liimtine neden olarak proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a, TGF f,
IL-6, IL-8) sentezini stimule eder. NASH’nin rat modellerinde artrus TNF-o Oretimi
gordlmustar. TNF-a artmis serum konsantrasyonu NASH'li insanlarda da rapor edilmistir.
NASH patogenezine etki eden diger bir sitokin IL-6'dir. 1L-6 non-alkolik yagli karacigerli
hastalarda artmis oldugu saptanmustir. 1L-8'in hepatositlerde oksidatif stres, apopitozis ve
karaciger icine inflamatuar hiicrelerin gecisini artirict etkisi vardir (2,3,4).

Gunumizde NASH icin ideal bir tedavi yoktur. Statin ve fibratlar gibi lipid dusdrtct
gjanlar (154,155), vitamin E gibi antioksidanlar (71,138,139) ve ursodeoksikolik asit (UDKA)
gibi sitoprotektif ajanlarin aminotransferaz diizeyini azalttigi ve birka¢ calismada karaciger
histolojisini dizelttigi gosterilmistir (156). Ancak bu ilaglarin hi¢ biriss NASH i¢in hedef ve
spesifik tedavi segenegi olusturmamaktadir. Bu nedenle NASH'in tedavisi icin hedefe yonelik
spesifik ilaglara ihtiyag duyulmaktadr.

Adalimumab TNF-a karsi humanize antikordur. Romatoid artrit ve crohn hastaliginin
tedavisinde kullanilmaktadir. Romatoid artrit nedeniyle kullamlan NASH'li bir hastada
biyokimyasal parametrelerde kalict yanit gorilmustir (9). Henlz NASH’de Adalimumab
kullanumu ileilgili bir galisma yoktur.

N-asetilsistein 40 yildan fazladir asetaminofen zehirlenmesinde kullarilmakta olan bir
antidot olup; major endojen antioksidan olan glutatyonun(GSH) prekirsoridir. Glutatyon
sistein iceren bir tripeptid olup, aminoasit transportu, serbest radikallerin, reaktif oksijen ara
drdnlerinin ve bazik toksik kimyasallarin temizlenmesi gibi hticresel olaylarda rol alir (161).
Steatotik karacigerde sintizoidal araliklarin normal karacigere oranla %54 azaldig: ve hepatik
kan akiminin /3 Gne indigi gosterilmistir (162). NAC'nin etkisi ile olan ikinci mekanizma



mikrosirkulatuvar relaksan oOzelligine baglanmaktadir. Stamler ve arkadaglari NAC nin
endotelden kaynaklanan bir relaksan gibi davrandigint  gostermislerdir  (163).
Mikrosirkilatuvar relaksan oldugu hipotezi kan akiminin azaldig: steatotik karaciger hastaligi
icinilgi gekicidir.

NASH patogenezde 6nemli rol oynayan anti-TNF-a antikoru adalimumab ile ilgili
randomize kontrollU karsilastirmali ¢calisma bulunmamaktadir. NASH tedavisinde kullanilan
etkin bir ilag olmamasi nedeniyle patogenezde 6nemli rol oynayan sitokin TNF-a’ya karsi
kullamlan adalimumabin etkinligi arastirmak NASH icin yeni tedavi segeneginin ortaya
¢cikmasinda yararli olacaktir. Uzun zamandir farkli endikasyonlarla guvenli bir sekilde
kullanilan ve Uzerinde cok fazla calisma yapilan NAC ile karsilastiriimas: adalimumabin
etkinlik duizeyi, guvenilirligi ve maliyet ekinligi konusunda bilgi edinme agisindan yararl

olacaktir.



2- AMAC

Non-alkolik steatohepatitte etkin kullamlan bir medikal tedavi olmamasi nedeniyle
yeni tedavi segeneklerinin arastiriimas: planlanmstir. Ozellikle NASH patogenezinde TNF-
o’ min 6nemli bir yeri olmasi nedeniyle TNF-o'y1 etkileyen tedavinin uygulanmas: ve NASH
olusumunun 6nlenmesi distnulmistdr. Bu tedavi segeneginin, farkli endikasyonlar ile yaygin
kullanilan ve NASH’ de etkinligi, guvenilirligi ilgili calismalar: olan NAC ile karsilastirilmast
dustnulmuistdr. Bu tedavi modalitesinin hem maliyet, hem de etkinligini gdsteren calismalarin
sinirli olmasi, henliz rutin uygulamada yer almasa da gelecekteki yeni calismalar ve
maliyetteki azalmalar ile birlikte NASH tedavisinde yerini alacagina inanmaktayiz.



3-GENEL BIiLGILER

Non-alkolik steatohepatit (NASH) kavrami ilk kez 1980 yilinda Ludwing ve
arkadaglar tarafindan alkolik hepatit histolojik ve biyokimyasal test bulgularina sahip olan
ancak alkol kullamm 6ykuisii olmayan orta yas grubu Kisilerdeki bir karaciger hastalig1 olarak
tammlanmistir (1). Ludwing ve arkadaslar1 hastalig ilk kez tammlayan degil, hastaliga bu
ismi veren kisilerdir. 1968 yilinda New England Journal of Medicine’ de yayinlanan “ Alcohol-
induced hepatic injury in nonalcoholic volunteers’ isimli ¢alisma ve Ludwing'in yayinindan
bir yil 6nce sunulmus olan “non-alcoholic liver disease mimicking alcoholic hepatitis and
cirrhosis’ basliklt yayinlar NASH konusuna oncilik eden yayinlar olarak kabul edilebilir
(166-118).

NASH'nin bu ilk tammindan sonra oldukca fazla bilgi elde edilmistir. NASH
tanmmlamasindan sonra yillar igerisinde NASH ile benzer klinik Ozellikleri tasidiklar: halde
karakteristik histopatolojik bulgularimin tamamim gostermeyen olgularin varligr dikkati
¢cekmis ve isimlendirmedeki ortaya ¢ikan karisikliklar yeni gelistirilen “Nonalcoholic fatty
liver disease (NAFLD)” / “Non alkolik yagli karaciger hastaligi (NAYKH)” kavram ile
asilmistir (167). NASH, non-alkolik yagli karaciger hastaligimin (NAY KH) bir parcasidir.
NAY KH; NASH, fibrozis ve sirozdan basit karaciger yaglanmasina kadar karaciger hasarinin
genis bir spektrumunu kapsar.

3.1. EPIDEMiYOLOJi

NAYKH prevelansi genel toplumda belirsizdir. Amerika Birlesik Devletleri’ nde
(A.B.D) yapilan birkag calismada katilimcilarin % 31'de saptandi (23). Obez, alkol
kullanmayan kisilerde bu oran %76’ lara kadar ¢cikmaktadir. Prevelans alinan toplum, tam igin
kullanilan kriterler ve tekniklere gore degismektedir (Biyokimyasal test seviyeleri, radyolojik
calisma sonuclar ve karaciger biyopsi bulgular: gibi) (24,25,26).

NAYKH genellikle dort ve altinci dekatta gorilmesine ragmen obez cocuklarda,
addlesanlarda ve ileri yas eriskinlerde siklig1 giderek artmaktadir. i1k calismalarda hastalarin
cogunlugu kadindi ancak daha sonraki calismalarda NASH gibi daha riskli formlarin
erkeklerde daha sik oldugu saptanmistir. NAY KH prevelansinda etnik farkliliklarda vardir.
NAYKH hispaniklerde %45 gibi yuksek prevelansta oldugu saptanmstir. Beyaz irkta %33
iken afrikan amerikalilarda %24 prevelansta NAYKH tespit edildi. NAYKH’de etnik ve
rksal farkliligin nedeni bilinmemektedir. Ancak irklar arasi vicut yag dagilimi farkliligi ve
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hispanikler arasindaki metabolik sendromun sikligi buna etken olabilir (27,28,29).
NAYKH’deki ailesel kimelenmeler gevresel ve genetik faktorlerinde etkili oldugunun bir
gogtergesi olabilir (30,31,32).

3.2 ETYOLOJI

Birgcok ajan ve durumun NAYKH ile iliskili oldugu bildirilmistir. Nedenleri iki genis
kategoriye (1. ilaglar ve toksinler 2. metabolik bozukluklar (edinilmis veya dogustan) olarak)
ayrilabilir. NAYKH olasi nedenleri Tablo 1 listelenmistir. Obezite NAYKH ile siklikla
birlikte gortlen bir durumdur. 1980 yilindan bu yana asir1 kilolu (vicut kitle indeksi (VKI)
>%25 kg/m?) ya da obez (VKi>30 kg/m?) amerikalilarin oram giderek artmistir. 2004 yilinda
eriskinlerin %66,2'si ve 12-19 yas cocukarin %17,4’'U asir1 kilolu veya obez olarak tespit
edildi (33). Obezite epidemik bir saglik sorununu olusturmaktadir. Bu nedenle de hem
eriskinlerde hem de cocuklarda NAY KH buna paralel olarak sik gortlmektedir. Morbid obez
hastalarda (VKI >35 kg/m?) NAYKH sikligi %90 lara yilkselmekte ve ilerlemis hastalik
(NASH gibi) %9-40 arasinda gorilmektedir (34-38). VKI ile yaglanmamn derecesi ve
karaciger hasar1 arasindaki iliski birkac calismada gosterilmistir (39-41). Ancak karaciger
yaglanmasinin gelismesi igin vicut yag dagilimi total yag kitlesinden daha onemlidir.
Calismalar bel-kalca oram ile metabolik sendrom ve karaciger yaglanmasi arasindaki
korelasyonu gostermistir. Bu nedenle NAY KH gostergesi olarak intraabdominal ve visseral
yaglanmanin 6nemi blyuktur (42-44).

NAY KH obezite ile birlikte ve obeziteden bagimsiz olarak Tip 2 diabetes mellitus ve
glukoz intoleransi arasinda kuvvetli bir iliski vardir (45). NASH’li hastalarda Tip 2 diabetes
mellitus ve gliukoz intoleranst %20-70 arasinda tammlanmustir ve diyabet olmayanlara gore
diyabetik hastalarda NASH oram iki kat fazladir. Diyabetik hastalarda NAYKH varligi
kardiyovaskiler hastalik riskini de artirabilir (46). Morbid obez hastalarda tip 2 diyabet ve
NAYKH hastaligi arasinda gugli bir iliski vardir. NAYKH normal glukoz toleransli zayif
kisilerde bile hiperinsilinemi ve insilin direnci ile iligkili olabilir (47). Diabetes mellitus,
siroz ve hepatoseliler karsinom gibi NAYKH'nin ileri formlarinin belirleyicisi olabilir (48-
51).

NAYKH’li kisilerde 6énemli oranda hiperlipidemi saptanmistir. Dallas Heart Study
calismasinda miks hiperlipidemili hastalarin %60 inda NAY KH tespit edildi (52). Kore'de
yapilan bir ¢calismada potansiyel karaciger vericilerinde steatoz riski hiperlipidemisi olanlarda
iki kat artmaktaydi (53). Bircok hasta tip 2 diyabet, hiperlipidemi ve santra obezite gibi
multipl risk faktoriine sahip olmasina ragmen bazi kisilerde bu tanimlanan risk faktorlerinden
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hic birisi yoktur. NAYKH anormal yag metabolizmasi ve mitokondriyal hasar veya
disfonksiyona neden olan ilaglar, toksinler, metabolik, cerrahi ve genetik durumlarlailiskilidir
(Tablo 1).

NAYKH; hiperlipidemi, glukoz intoleransi, obezite ve hipertansiyonu iceren
metabolik sendromun hepatik kompanenti olarak tammlanmaktadir. Metabolik sendrom
kompanentlerindeki artis NAY KH’ ninrisk ve siddetini artirmaktadir (47,54).

Tablo 1. Non-Alkolik yagli karaciger hastaligi nedenleri

Diabetes mellitus LAsparaginase

Dislipidemi Azacitidine

Kwashiorkor ve marasmus Azaserine

obezite Bleomycin

Starvasyon Methotrexate
Puromycin
Tetracycline*

Amiodarone

4,4'-diethylaminoethoxyhexestrol Antimony

Dichlorethylene Barium salts

Ethionine Chromates

Ethyl bromide Phosphorus

Estrogens Rare earths of low atomic number

Glucocorticoids Thallium compounds

Highly active antiretroviral therapy Uranium compounds

Hydrazine

Hypoglycin

Orotate

Perhexilene maleste

Safrole

Tamoxifen
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i Biliopancrestic diversion
Galactosemia

i Extensiv ince barsak rezeksiyonu
Glycogen storage disease

Gadtrie hvnass
Hereditary fructose intolerance

Homocystinuria
Systemic carnitine deficiency

i i Amiodarone
Tyrosinemia ' '
Weber-Christian syndrome 4"4 -diethylaminoethoxyhexestrol
Wilson hastal1g1 Dichlorethylene

Ethionine

*Tetrasklin mitokondriyal 3-oksidasyonu inhibe ettigi igin sitotoksikdir

3.3. PATOGENEZ

Kismen insan benzeri NAY KH’li hayvan modelerinin eksikligi nedeniyle patogenezini
anlamakta yetersizlikler vardir. NAKYK ileiligkili ¢esitli durumlarin varligi distinildiginde
tespit edilmis tek bir mekanizmanin olmamas: sirpriz degildir. ilk olarak 1998 de Day ve
James tarafindan ©One sirulen iki asamali hasar (two- hit) hipotezi hakim olan teoridir
(2,3,4,55), (Sekil 1). Bu hipotezde NAYKH’de ilk hepatik hasara neden olan, steatoza yol
acan yag asidi metabolizmasindaki dizensizliktir. Steatoz ikinci hasara hepatositleri
savunmasiz birakan birkag hiicresel adaptasyon ve degisik sinyal yollar: ile iliskilidir. Tkinci
hasar hepatik nekroz ve inflamasyona, fibrojenik kaskati aktive ederek fibrozise ve
NAYKH’li hastalarin bir kisminda siroza neden olan bir veya bircok gevresel ve genetik
karmasalarin sonucu olabilir. Hepatik stestoz NAYKH’nin histolojik tablosunun iyi bir
belirtecidir. Normal olarak serbest yag asitleri (FFA) intestinal emilim yoluyla (silomikron
kalintilar1 formundaki) veya trigliserid olarak depolandigi adipoz dokudan lipoliz ile
karacigere gelir. Karacigerde FFA’lar mitokondride okside edilir, trigliserid halinde esterlenir,
posfolipid sentezlenir ve ¢ok distik dansiteli lipoprotein (VLDL) olarak karacigerden sekrete
edilir. Normal sartlarda yag asidi metabolizmas: katekolaminler, glukagon, growth hormon ve
insllin tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir. Hepatik trigliserid birikimiyle serbest yag
asidi metabolizmasinda lipolizden ziyade lipogenez baskin hale gelir. Bu degisim adipoz
doku ve bagirsaktan karacigere verilen serbest yag asidi miktarinda artisa neden olur.
Lipoprotein sentezinde azalma veya karacigerden lipid transportundaki azalmalar
trigliseritlerin karacigerde birikimine yol acar.
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Oxidative ] 'i || 'i‘

sirass

Steatohepatitis

Sekil 1: Non- alkolik steatohepatit patogenezinde cift vuru teorisi

Glncel kanitlar steatozdaki primer patolojik faktorin insilin  rezistansi ve
hiperinsilinemi oldugu odaklidir. Klinik ve laboratuar bulgular NAY KH’li kisilerde glukoz
intoleransi olmasa bile periferal instilin direnci ve hiperinstilinemiyi desteklemektedir (56-58).
Insiilin rezistansina yol acan molekiler mekanizma komplekstir ve tam olarak
anlasilamamustir. Obezite ve hiperinsilinemide FFA igeren degisik birkag molekil, TNF-a,
membran glikoprotein PC-1 ve leptin instlin sinyal yoluna miudahale ederler. Diabetes
mellitus ve obezite kismen insllin rezistan adipoz doku tarafindan anormal salinan
FFA’larinin neden oldugu artmis plazma FFA ile iliskilidirler. Artmug FFA insilin reseptor
substrat-1 (IRS-1) sinyalini down-regile ederek hepatik insilin rezistansina katkida bulunur
(59,60). Hiperinsulinemi ve insilin rezistans: bir dizi aberan FFA yikim yoluyla steatoza
neden olur. Karacigerde insiilin; yag asidi sentezini sitimile eder, mitokondriyal FFA [-
oksidasyonunu down-regule eder, apolipoprotein B-100 (apoB-100) ve VLDL ' nin intraseltler
degradasyonunu artirarak hepatositlerden trigliserid sekresyonunu bloklar ve VLDL iceren
vezikillerin eksositozunu bloklar (59,61-62). Ayrica NASH’li hastalarda apoB-100'Un
bozulmus hepatik sentezi de hepatik trigliserid birikimine katkida bulunabilir (63).

NAY KH’de insulin direnci, mitokondrial disfonksiyon, TNF-a, leptin, resistin ve adiponektin
dahil adipositler tarafindan salgilanan baz: dnemli peptid medyatdrlerinin anormal diizey veya
fonksiyonu tarafindan artabilir.

TUmor nekrozisfaktor alfa: TNF alfa, 1975 yilinda tanimlanmis olup oksidatif stres
veya endotoksin gibi uyarilar sonrasi aktive makrofgjlar ve T lenfositler tarafindan Uretilir.
TNF alfa etkilerini 6nceden p55 ve p75 olarak adlandirilan tip 1 ve tip 2 reseptorlerine
baglanark gosterir. IL 1-beta, IL 6 ve IL 8 gibi inflamatuar sitokinlerin salimmu stimtle
ederek |0kositleri hasar bolgesine gekmekte kemotaktik rol oynar. Ayrica, endotel hicresini
uyararak cesitli adezyon molekillerinin salgilanmasint ve boylelikle I6kositlerin doku icine
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gbgunu kolaylastirir. TNF alfa, isminden de anlasilacag: Uzere tip 1 reseptérleri araciligr ile
hiicre apopitozunu tetikleyebilmektedir (164). Non inflamatuar durumlarda, TNF-o adipoz
dokudan (adipoz doku makrofajlari da dahil olmak Uzere) elde edilir ve TNF-a plazma
seviyeleri vicut yag kitlesi ile iligkilidir (64). TNF-a, obezite ile iliskili insilin direncinde
onemli bir rol oynayan Jun N-terminal kinaz (JNK) dahil olmak Uzere strese bagli protein
kinaz aktivasyonu ile serin fosforilasyon yoluyla IRS-1 sinyalini dow-reglle ederek insilin
sinyaline engel olur. FFA tarafindan inhibitor kapa kinaz 3 (IKK-B) / nikleer faktor kappa
(NF-xB) yolu aktivasyonu da azalmisg hepatik instilin duyarliliginda rol oynayabilir ve TNF-a
ve interlokin (IL) -6 gibi inflamatuar sitokinlerin Gretimini artirabilir (65-67). TNF alfa
Uretimi , protein kinaz aktivitesini daha da uyararak lipoliz ve adipoz dokudan yeni serbest
yag asidlerinin salinchig: kisir bir dongiye neden olur (165). TNF-a seviyelerindeki artislar
NAYKH’de birkag calismasinda gosterilmistir (68-71). Ancak TNF-o'nin patogeneze ve
NAY KH’ nin progresyonuna bagimsiz katkisi hale belirsizligini korumaktadir. Oksidatif stres,
niikleer faktor kapa B (NF-kappa ) y1 aktifler. Bu model hepatosit dejenerasyon ve 6lumiine
neden olarak proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a, TGF B, IL-6, IL-8) sentezini stimule eder
(2,3,4).

IKKbeta — Insulin

resistance

Sekil 2: Non alkolik yagli karaciger hastaliginda TNF-ao’ min rolt

Adiponektin: Adipositokinler visseral yag dokusu tarafindan Uretilen peptidlerdir.
Adiponektin VKI ile ters orantil1 olarak adipositler tarafindan salgilamr ve TNF-o’ min giicli
bir inhibitorudir. Adiponektin reseptor | kas ve periferik dokularda, reseptor 11 ise 6ncelikle
karacigerde bulunmaktadir. Bariatrik cerrahi uygulanan olgularin karaciger dokularinda
adiponektin ve adiponektin reseptdr 1l dizeylerinin distk oldugu gosterilmistir (73). Serum
adiponektin dizeyleri obezite, insilin direnci, diyabet ve metabolik sendromda azalir (69).
Yuksek yagli gida, alkol iceren diyet ve genetik olarak obez (ob/ob) farelerde rekombinant
adiponektin verilmesi dramatik olarak hepatomegali, inflamasyon ve yukselmis karaciger
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testlerini iyilestirir (72). Adiponektinin bu terapttik etkileri hepatik yag asidi -
oksidasyonunu artirmasi, hepatik trigliserid miktarim ve hepatik insilin  direncini
azatlamasinin  bir sonucudur. Ayrica, adiponektin, TNF-o'min karaciger ve plazma
konsantrasyonlarim suprese eder. Calismalarda serum adiponektin dizeyleri ile steatoz
derecesi ve NAY KH olan insanlarda hepatosit hasar1 arasinda ters bir iliski rapor edilmistir ve
bu iliski insilin direncinden bagimsizdir (70,73). TNF-o/adiponektin oramnin steatoz
gelisiminde birincil patojenik rolt veya dogrudan steatohepatitin steatozdan progresyonu ile
iliskili olup olmadigin belirlemek icin dahaileri ¢calismalara ihtiyag vardr.

Leptin: Leptin gida alimi ve enerji regllasyonunu kontrol eden adipoz dokudan
uretilen tokluk hormonudur. Leptin insilin sinyali ve periferik dokularda glikoz
metabolizmasimin  regulasyonu ile yakin iligkilidir ve mitokondriyal B-oksidasyon ve
karacigerde trigliserid sentezi arasinda yaglarin oramm dizenlemede dnemli bir rol oynar
(74). Leptin defisit (ob/ob) farelerde siddetli steatoz ve steatohepatit gelisir. insanlardaki
obezite goreceli leptin rezistansi ve yuksek leptin seviyeleri ileiligkilidir. Cesitli calismalarda,
serum leptin dizeyi ve NAYKH arasindaki iliski arastirilmstir. Celiskili sonuclar elde
edilmistir (75-78). Bir calismada serum leptin dizeyleri NASH olan hastalarda karaciger
yaglanmas: siddeti ile VKI’den bagimsiz olarak korale oldugu gorildi. Ancak hepatik
inflamasyon veya fibrozis derecesi ile korelasyon yoktu (77). Mevcut bulgularla leptinin
NAY KH patogenezine katkisi belirsizdir.

Resistin: 108 amino asit iceren protein yapidaki resistinin serum dizeyi obez
hayanlarda artrus oldugu bilinmektedir. Resistinin farelerde glukoz toleransint bozdugu ve
resisitin inhibisyonunun insilin direncinde azalma meydana getirdigi bilinmektedir.
NAYKH’'de resistin dizeylerinin arttigi ve hastalik agirligi ile korelasyon gosterdigi
bilinmektedir (168).

insilin direnci: Insiilin direnci ve hiperinsilinemi steatoz gelisimi icin 6nemli
olmasina ragmen steatohepatit ve fibrozise progresyonda yeterli degillerdir. Alkolik karaciger
hastaligi ve NAYKH arasindaki histolojik ozellikleri ve doga seyrindeki benzerlikler ortak
mekanizmalarin bu hastaliklarin patogenezinde rolt olabilecegini distindirmektedir. Kronik
oksidatif stresin alkole bagli karaciger hasarimin patogenezinde merkezi roll olduguna
inanilmaktadir. NAYKH’li hastalarda stokrom P450 2E1 (CYPZ2ELl)’'in icginde oldugu
mikrozomal enzimlerin aktivasyonu ve NAYKH’nin murin modellerinde reaktif oksijen
radikallerinin (ROS) mitokondriyal Uretiminin patogenezde kronik oksidatif stres ve lipid
peroksidasyonunun santral rol oynayabilecegini diistindirmektedir (79-84).
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Artmis serbest yag astleri: Artrms FFA seviyeleri birkag mekanizma yoluyla
hepatositlere direk olarak toksik olabilir. FFA konsantrasyonundaki bir artis lizozomal
destabilizasyon ve TNF-a’ nin stiimilasyonuna yol agar (85). FFA ayrica ROS Uretimi ve lipid
peroksidayonuna yol acan sitogram P450 izoenzimini up-regile eder (86). Artrmis intraselUler
FFA konsantrasyonu peroxisomal proliferator-activated reseptor-o (PPAR-a)’ min siirekli up-
regulasyonuna yol acar. PPAR-a yag asidi oksidasyonunu duzenler fakat dikarboksilik asit
derivelerinin Uretimini artirarak oksidatif stresi artirabilir. PPAR-o etkilenmis kisilerde
karsinogeneze yatkinlik olusturabilir (63). FFA direkt olarak hiicre membranina toksk
olabilir (64).

Endotoksin: Endotoksin ve endotoksin aracili sitokin salimimi, artmis bakteriyel
endotoksin ve lipopolisakkarit (LPS) serum seviyelerin TNF-a, IL-6 ve IL-8 hepatik
Uretiminin stimilasyonu ve hepatik nekroza yol agan inflamatuar yanmitin aktivasyonuna
neden oldugu icin alkolik karaciger yaglanmasimin patognezinde stpheli konumundadirlar
(70). Bakteriyel endotoksin de bazi durumlarda NAYKH gelisimine katkida bulunabilir.
Tartismalr bir konu olan barsak kaynakli endotoksin ve bunun NAY KH'deki roli yakin
zamanda rapor edilmistir. Barsak permiabilitesinin NAYKH olan hastalarda énemli oranda
arttigi, bu hastalarda ince barsak bakteri asirt cogalmasimin daha fazla oldugu ve bu
parametrelerin steatoz siddetiyle korale oldugu gosterilmistir. Portal endotokseminin NASH
ve cerrahi jejununoileal bypass (obezite tedavisinde gecmiste yapilan) ile iligkili karaciger
yetmezligine katkida bulunduguna inamlmaktaydi. Yang ve arkadaslar1 karaciger yaglanmali
ob/ob farelerin disik doz LPS'e maruziyet sonrasi endotoksin bagimli hepatosit hasarina
kars1 oldukga hassas olduklarini ve bu farelerde hizla NASH gelistigini gostermislerdir (87).
Ayrica, Zucker diyabetik (fa/fa) sican ve ob/ob farelerde TNF-a aracili karaciger hasarina
yaglanmis hepatositlerin maruziyetini artiran Kupffer hicre fonksiyonlarinda azalmay:
gosermislerdir (88). Kigclk calismalarda insan NAYKH’de bakteriyel endotoksinin olasi
patojenik roll dustindirmektedir ancak bu ¢alismalar ikna edici degillerdir (89,90).

Giderek artan kanitlar, viicut mitokondriyal degisiklikler ve bozulmus karaciger enerji
homeostazimin NAYKH patogenezinde rol oynayabilecegini disundirmektedir. Calismalar
mitokondriyal ROS olusumunda artis ile birlikte, yaglanmis karacigerde mitokondriyal
solunum zinciri komplekslerinin aktivitesinde bir azalma gostermistir; bu degisiklikler serum
TNF-o diizeyleri, insilin direnci ve VKI ile koraledir (91,92). Ob/ob farelerin artmus
uncoupling protein-2 (UCP-2), i¢ mitokondriyal membran proteini aracili proton sizintisi ve
uncouples adenozin trifosfat (ATP) sentezi seviyeleri, ROS dretimini artirr ve yagh
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hepatositleri metabolik strese karst duyarli hale getirebilir (84). Ancak, insanlardaki
NAYKH’de UCP-2'nin roli bilinmemektedir. Calismalar NAYKH olan farelerde ve
insanlarda ATP tikenmesi sonrasi ATP depolama kapasitenin azaldigint gostermistir.
Mitokondriyal yapisal kusurlar azalmis ATP depolanmasimin nedenlerinden biri olabilir.
Megamitokondri ve kristal mitokondriyal inklizyonlar NAYKH olan hastalarda tespit
edilmistir ve bunlar oksidatif stres ya da sekonder hasarin bir uyum siireci temsil edebilir
(58,93). NASH olan hastalardaki sinirl1 veriler ROS temizleyici, glikoz metabolizmasi ve yag
asidi metabolizmas: dahil olmak tzere uygun mitokondriyal fonksiyon igin birgok farkli gen
oldugunu dustndirmektedir (94). Ayrica, alkolik karaciger hastaligi ve Wilson hastaliginda
bulunan benzer mitokondriyal DNA hasari da NASH gelisimine katki saglayabilir. Ayrica
mitokondriyal disfonksiyon ve ATP tikenmesinin NAYKH nedeni veya sonucu olup
olmadigini belirlemek igin insan ve hayvan ¢alismalarina ihtiyag vardir.

Fibrozis gelismis NAY KH’de bulunan sik histolojik bulgudur. Hepatik fibrozis disse
ve subendotelyal alandaki hepatik stellat hiicrelerin cogalmasi ve aktivasyonu ile Kollgjen tip
| ve Il dahil olmak Uzere hiicre dis1i matriks bilesenlerinin salgilanmas: ile gelisir. Stellat
hicrelerde fibrojenik slrecini baslatmak ve surdirmek icin gerekli faktorler arasinda
inflamatuar sitokinler, anjiotensin, ekstraselller matriks degisiklikler, bluyume faktorleri ve
oksidatif stres sayilabilir.

Transforming growth factor-p: NAYKH'de, lipit peroksidasyon urtnleri stellat
hiicreleri aktive eden transforming growth factor-p’nin (TGF-B) hepatik Uretimini artirabilir.
Endotel hicreleri, |6kosit ve Kupffer hicreleri muhtemelen trombosit kaynakli biyime
faktort (PDGF), TGF- ve diger sitokinlerin salinim ile stellat hiicre proliferasyonunu
sitimtle eder (95). ilave olarak, NAY KH ile liskili hiperinsiilinemi ve hiperglisemi fibrozisle
iliskili bag dokusu biyime faktori salinimi uyarabilir (96). Son olarak, hayvan calismasi
verileri leptinin TGF-p Ureten sintizoidal hiicreler ve Kupffer hiicrelerini uyararak NAYKH
fibrogenezin devamliligint sagladigim disundirmektedir (97).

NAY KH patogenezi ile ilgili arastirmalar artmakta olmasina ragmen tam olarak netlik
yoktur (sekil 3). Blyuk olasilikla, NAY KH bir "multi-hit" sirecinin bir sonucu olarak gelisir.
Ilk "hit" oncelikle instlin direnci ve hiperinstlinemi ile tetiklenen steatozdur. Stestoz
gelistikten sonra, lipid peroksidasyonu, oksidatif stres, sitokin degisiklikler, mitokondriyal
disfonksiyon ve Kupffer hicre aktivasyonu gibi faktorlerin, bir dizi genetik ve cevresel
duyarlilig1 olan hastalarda inflamatuar bir yanit ve fibrozisi indikler. Bunlar ve diger faktorler

arasindaki etkilesim tam olarak aydinlatilmis degildir.
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Metionin ve kolin defisit: Metionin ve kolin defisit (MCD) diyet VLDL sentezi igin
gerekli olan fosfotidil kolin sentezini bozar. Fosfotidil kolin VLDL sentezi igin esansiyel olup
eksikliginde serum trigliserid seviyeleri azalirken karaciger trigliserid seviyeleri artar. Sonug
olarak steatozda artis meydana gelir (159,160). MCD diyet ratlarda glutatyon (GSH) ve S
adenozilmetionin (S-AMe) gibi hepatik antioksidanlar1 deplase eder (11). MCD diyet
oksidatif defans mekanizmalarim baskilayarak oksidatif stresi artirir (12). Bu durum TNF-a
ve diger proinflamatuar sitokinleri indikler (13). Benzer mekanizmalarla non-alkolik yagli
karaciger ve insllin rezistansina yol acar. Bu yuzden MCD modelle yapilan calismalar
hepatik steatoz ve steatohepatittin patogenezinde (obeziteden bagimsiz olarak) oksidan stresin
Onemini vurguladig: igin aydinlaticidir. MCD diyet ile beslenen farelerde aminotransferaz
duzeyinde yukselmeler, steatoz ile karakterize karacigerde histolojik degisiklikler, fokal
inflamasyon, hepatosit nekroz ve fibrozis induklenir. Bu hizli histolojik degisiklikler insan
NASH’ de gorulenlerle morfolojik olarak benzerdir (15, 16).

Sonug olarak NASH patogenezi komplekgtir. ilk hasar inslilin rezistans: ile baglar ve
hepatosteatoz gelisir. Steatohepatit icin ikinci hasar gereklidir. Burada oksidatif stres ile
sitokinlerin etkilesiminin kilit rol oynadigina inamlir. Oksidatif stres, nikleer faktor kapa
(NF-kappa B)'y1 aktifler. Bu model hepatosit dejenerasyon ve Oliumine neden olarak
proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a, TGF B, IL-6, IL-8) sentezini stimule eder (sekil 1,2,3)
(2,39
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Sekil 3. Non alkolik yagl karaciger hastaligi (NAY KH) Onerilen patogenezi

NAY KH' nin goklu-hasar siirecinin bir sonucu olarak ortaya giktigina inamlmaktadhr. insilin direnci ve
hiperinsilinemi NAYKH olan bircok hastada mevcut olan ve muhtemelen diger metabolik veya genetik
anormallikler ve degismis sitokin diizeyleri ile birlikte, hepatik steatoza yol agabilir. Steatohepatit yol agan
hepatoselller hasar, muhtemelen drtiisen hakaretlerin bir sonucu olarak, yaglh karaciger olan hastalarin bir
kisminda ortaya gikar. Serbest yag asidi (FFA) diizeylerindeki artis, kompanse edilmemis oksidatif stres, lipid
peroksidasyonu, sitokin diizenszlikleri, mitokondriyal disfonksiyon ve diger gevresd ve genetik faktorleri yatkin
kisilerde hepatosdl Uler hasarin ve fibrozis gdisimine katkida bulunabilir. ATP: adenozin trifosfat, ROS: reaktif
oksijen radikalleri, TNF-a: timor nekroz faktori-a, TGF-f: Transforming Growth Factor -8

Sleisenger & Fordtran's Gastrointestinal and Liver Disease (182).
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3.4. KLINiK, LABORATUAR VE GORUNTULEME

NAYKH Klinik ve laboratuar ¢zellikleri Tablo 2 6zetlenmistir. NAYKH genellikle
klinik durumla ilgisi olmayan yiksek karaciger testleri veya hepatomegali saptanmasiyla
tesadufli olarak tespit edilir. NAYKH sahip hastalarin blyik gogunlugu asemptomeatiktir,
ancak sag Ust kadranda agri, yorgunluk ve kiriklik tarif edebilirler. Hepatomegali NAYKH
olan hastalarin % 75'e kadar tarif edilmistir ancak obez hastalarda fizik muayenede bunu
saptamak zordur. Kronik karaciger hastaligi belirtisi, spider anjiom ve asit, NAYKH ile
iliskili sirozlu hastalar hari¢ nadirdir.

Tablo 2: Non-Alkolik Yagli Karaciger Hastalig1 Klinik ve Laboratuar Ozellikleri

Yaygin
AST ve ALT seviyelerinde iki-dort kat
yukselme
AST/ALT oram 1’in altinda
Yok

Serum alkalen fosfat seviyelerinde
hastalarin 1/3' tinde 1liml1 yukseklik

Normal bilirubin ve albimin seviyeleri ve
protrombin zaman

(hastalarin %48-%100) Hepatomegali

Y Ukselmis ferritin seviyeleri

Y aygin olmayan

. - Splenomegali
I'\("a‘éphemu%g ust Dilstik titre (1:320' den az) ANA
ran agrisi . .

Spider anjiom

Halsizlik Artmis transferrin saturasyonu
Palmar eritem

Kirginlik HFE gene mutasyonu (C282Y)
Asit

ANA, antinuclear antibodies; ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase.
Sleisenger & Fordtran's Gastrointestina and Liver Disease (182).

Y ukselmis karaciger biyokimyasal testleri basit yaglanmasi olan hastalarin %50’ si
kadarinda, ileri NAYKH olan hastalarin yaklasik % 80'inde gorilebilir. Serum aspartat
aminotransferaz (AST) veya alanin aminotransferaz (ALT) diizeyi veya her ikisinin hafif-orta
derecede (1.5-4 kat kadar) yikselmesi olagandir ancak nadiren normalin 10 katina ¢ikabilir.
Serum ALT seviyesi, genellikle AST seviyesinden daha fazla artar bu AST seviyesinin ALT
seviyesinden 2 kat fazla oldugu alkolik hepatitin tersi bir durumdur. Alkalen fosfataz ve gama
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glutamil transpeptidaz (GGT) duzeyleri yukselebilir, ancak serum bilirubin seviyes,
protrombin zamar ve serum albumin diizeyi genellikle NAY KH iliskili sirozlu hastalar harig,
normaldir. NAYKH’li hastalarin dortte birinde distk titrede (<1:320) antintkleer antikor
(ANA) pozitifligi olabilir (98). Antimitokondriyal antikor (AMA) ve hepétit B ylzey antijeni
tespit edilmez. Hepatit C virtisi (HCV) antikorunun, karaciger biyokimyasal test seviyesi
yuksekliginin tek nedeni olarak NAYKH disinmek igin negatif oldugunun gosterilmesi
gerekir. Bununla birlikte, steatoz, obezite ve HCV enfeksiyonu birlikteligi siirecin daha
agresif seyretmesine neden olur (99). Serum seruloplazmin ve o , Antitripsin diizeyleri normal
sinirlar igindedir. Serum ve karaciger demir dizeyleri NAY KH olan hastalarda yikselebilir.
Ozellikle, serum ferritin diizeyi NAYKH hastalarin %20-%50'sinde yilksek saptanabilir bu
ileri bir hastaligin isareti olabilir (48,100). Bununla birlikte, NAYKH olan hastalar arasinda
genetik hemokromatoz sikligr yiksek degildir. Klinik ve laboratuar bulgular NAYKH
histolojik siddeti ile korale degildir. Siroz da dahil olmak Uzere NAYKH histolojik
spektrumunda, normal veya normale yakin serum aminotransferaz diizeyleri gorulebilir (50).

Goruntileme  calismalari  genellikle  agiklanamayan karaciger  biyokimyasal
anormalliklerin degerlendirilmesi veya NAYKH suphelenilmesi ile elde edilir. Karaciger
ultrasonografi en sik kullamlan goruntileme yontemidir. Karaciger yaglanmasinda artis ile
birlikte ekojenitede artis ortaya cikarabilir. Yagli karaciger de abdominal bilgisayarl
tomografide yagli bir karacigerin yogunlugu dalaga gore daha duistktir. Manyetik rezonans
(MRG) T1 agirliklh gorunttulemede yaglanma parlak gorilir. Basit steatozdan NASH ayrimi
icin BT ile ultrasonografiyi degerlendirilen galismada karacigerin %33’ den fazlasim kapsayan
hepatik yaglamamn tespiti icin duyarliligin %100 ve %93 oldugunu gosterildi, pozitif
prediktif degerleri ise sirasiyla %62 ve %76 olarak bulundu (101). Radyolojik gortnttleme
dis1 yontemlerde NAYKH'nin ileri formlar: ile basit steatozu ayirt etmede kullamlabilir.
Ultrasonografi gibi goruntileme calismalart NAY KH teshisi destekleyebilir ancak hastaligin
siddetini tahmin edemez ve kesin teshis koymak icin karaciger biyopsisinin yerini alamaz.

3.5. HISTOPATOLOJiK OZELLIKLER

NAY KH’nin major histolojik ozellikleri alkole bagl karaciger hastaligina benzer ve
steatoz (karaciger yaglanmasi), steatohepatit (yagli karaciger+fokal nekrozlu veya nekrozsuz
parankimal iltihap), ve sirozda dahil olmak Uzere fibrozisi degisen derecelerde igerir.
Mikrovezikuler yaglanma gorilmesi ve zon 3 (periveniler) steatoz zaman zaman
bildirilmesine ragmen steatoz, agirlikli olarak makrovezikilerdir ve genellikle karaciger
lobiili boyunca diffiz olarak dagilir. Hafif lenfositik, nétrofilik veya karisik inflamatuar
infiltrasyonlar gdzlenebilir ve glikojenlenmis ¢ekirdekler yaygindir.
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NASH, NAY KH’nin ilerlemis bir formudur. Alkolik hepatitten histolojik olarak ayirt
edilemez (Tablo 3). Steatoz tUm olgularda mevcuttur ve diffiiz veya primer olarak santral
zonlardaki hepatik lobiilleri etkileyebilir. Steatoz derecesi hastamin VKI ile korale olabilir ve
genelde alkolik hepatitten NASH’de daha siddetli olabilir (102). Lobuler inflamasyon
NASH'nin bir isaretidir. Lenfositler, diger mononikleer hiicreler ve polimorfonukleer nétrofil
infiltrasyonu ile karakterizedir. Inflamasyonun yogunlugu steatohepatit siddetine gore degisir
ve alkolik hepatitten NASH’ de daha hafif olabilir (103). Glikojenlenmis gekirdek bulunabilir.
Hepatosit balonlasmas: ve ¢esitli derecelerdeki hepatosit nekrozu siklikla mevcuttur ve koéti
prognoz habercisi olabilirler (104,105). Mallory (veya Mallory-Denk) cisimcigi kuguk, seyrek
ve goze carpmayabilir fakat sik gorulir. Hafif boyanabilen demir hastalarin %50'si kadarinda
mevcut olabilir. PerisellUler, perisintizoidal ve periportal fibroz NASH olan hastalarin %84 ile
%37'sinde tariflenmistir. Fibrozis dagilimi degiskendir. Perisinizoidal fibrozis 0Ozellikle
yetiskinlerde yaygindir, baslangigta hafif ve terminal hepatik venler etrafinda agirlikli olarak
zon 3 bolgesindedir (50). Siroz NAYKH ve anormal karaciger biyokimyasal testi olan
hastalarin karaciger biyopsisinde %7 ile %16 arasinda saptanmustir (34,48). NAYKH’li
morbid obez hastalarda siroz olma riski daha fazladir. NAYKH ile iliskili sirozda,
NAYKH’nin tipik histolojik 0zellikleri ¢cok az veya yok olmasi hastalarin kriptojenik siroz

yanlis tamsi almasina yol agmaktadir.

Tablo 3: Non-alkolik Steatohepatit Histolojik Ozellikleri

Makrovezikiler steatoz
Diffuiz veya sentrilobliler yaglanma; derecesi VK1 ile iliskili
olabilir

Parankimal inflamasyon
Polimorfonukleer nétrofiller, lenfositler, diger mononikleer
hiicreler

Hepatosit nekrozu

Balon hepatosit dejenerasyonu

Perivenller, perisiniizoidal veya periportal fibrozis (%37 - %84), hafif —siddetli % 15-
%50; en baskin zon3 (perivendler)

Siroz (biyopsi 6rneklerinde %7 - %16)

Mallory cisimcikleri

Glikojenlenmis cekirdekler

Lipogranulomas

Boyanabilen hepatik demir

Sleisenger & Fordtran'sGagrointestinal and Liver Disease (182).
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NASH' nin tammlanmast icin tam bir histolojik kriter henliz tammlanmamistir. En az

iki skorlama sistemi 6nerilmektedir. NASH patolojik simflandirma konusunda fikir birligine
ulasmak icin, Pathology Committee of the National Institutes of Health NASH 14 histolojik
Ozellikleri iceren bir skorlama sistemi dnermistir (106,107). Ancak simdiye kadar, NAYKH
veya NASH icin bir skorlama sistemi yaygin olarak kabul edilmis degildir. Brunt’un 6nerdigi

skorlama sistemi yaygin olarak kullaniimaktadir (tablo 4), (22).
Tablo 4. Steatohepatit icin Onerilen Skorlama Sistemi

Steatozis

wN kP o

Y ok

Asininin %33’ e kadar, 6zellikle makrovezikiler

Asininin %34-66,

Asininin %66’ 1nin Uzerinde (panasiner), sikliklamix stestoz

Hepatosit
balon dejenerasyon

N~ O

Yok
Arasrrazon I’ de
Belirgin, dominant olarak zon |11’ de

Lobuler
Inflamasyon

Y}

Y ok
Seyrek notrofiller, ara sira mononikleer hiicreler, 20x objektifte her
odakta 1 yada 2
Balonlasmis hepatositle iliskili nétrofiller, hafif kronik inflamasyon,
20x objektifte her odakta 3 yada 4
Akut ve kronik inflamasyon, nétrofiller zon 111’ de konsantre olabilirler,
20x objektifte her odakta 4’ Gn Uzerinde

Evre

A WNEFO

Fibrozis yok

Zon |11 perivenller, perisintizoidal fibrozis
Evre 1 degisimler+ periportal fibrozis
Koprulesmefibrozis

Siroz

Kleiner et a., Hepatology 2005;41:1313-21 (106).

3.6. TANI

NAYKH kesin tamst hem klinik hem histopatolojik verileri (Sekil 4) gerektirir.
NAYKH olan hastalarin ¢ogu hepatomegali olsun veya olmasin yiksek kronik karaciger

biyokimyasal test dizeyleri nedeniyle degerlendirilir. Hastamn 6ykusi, fizik muayene, kan

testi sonuglar: ve radyolojik bulgularinin kombinasyonu karaciger hastaliginin diger nedenleri

diglamak igin yararhidir. Laboratuar testleri, karaciger biyokimyasal testleri, tam kan sayimu,

protrombin zamani, anti-HCV, hepatit B ylizey antijeni, demir endeksleri, a ;- Antitripsin, 40
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yasindan daha geng kisilerde seruloplazmin ve AMA igermelidir. Gortntileme yontemleri
tamy1 destekler, ancak karakteristik bulgularin yoklugunda NAYKH tamsi dislanamaz.
NAYKH tamisimin konulmasi igin alkolik karaciger hastaligi ekarte edilmelidir. Klinik ve
histolojik veriler ayaktan tetkik edilen hastalarda alkolik karaciger ile NAYKH'yi ayirt
ettirmede guvenilir degillerdir. Bu nedenle, NAYKH tamsinda 6nemli miktarda alkol
kullaniminin olmadiginin gosterilmesi gerekmektedir, buda birgok klinik ¢alismada en gok
guinde 20-40 g alkol tiketimi olarak ele alinmaktadir.

a-Karaciger Biyopsisinin Rolu:

NAY KH tarisinda karaciger biyopsi roll tartisilmaktadir. Bircok uygulayici klinik ve
laboratuar incelemelerinin kronik karaciger hastaligimin bir baska nedenini ortaya ¢ikarmak
icin basarisiz olduklarim disinmektedir. Laboratuar ve NAYKH histolojik bulgular
arasindaki korelasyon zayiftir ve normal karaciger biyokimyasal test sonuclar: olan hastalarda
biyopsi Orneklerinde belirgin karaciger hasari olabilir (50). Karaciger biyopsisi karaciger
yaglanmasi, nekroz ve fibrozisi belirleyerek NAYKH’de en iyi prognoz gostergesidir (108).
Ayrica, NAYKH'nin dogal seyrini anlama ve tedavi kararinda gecikmelere histolojik veri
eksikligi neden olmaktadir. Karaciger biyopsisi yapilacak hastayr segmek igin dikkatli
davramlmalidir. ilerleyici hastalik icin birgok klinik ve biyokimyasal risk faktorleri tespit
edilmistir ve bunlar karaciger biyopsi icin hasta secimi kolaylastirabilir. Obez hastalar, uzun
sireli veya kalici karaciger biyokimyasal test anormallikleri (hattaiyi glisemik kontrol ve kilo
kaybindan sonra), ileri yas, metabolik sendrom, 1'den buyuk bir AST/ALT oram, belirgin
yuksek karaciger biyokimyasal test seviyeleri, portal hipertansiyon belirti ve bulgular1 veya
bir gorintilemede fibrozis kanit bulgular: olmasi ileri evre karaciger hastaliginin muhtemel
bir gostergesidir (Tablo 5) (48,105). Karaciger biyops sonuclar1 bu hastalarda daha agresif bir
tedavi stratgjisi ve sirozun diger komplikasyon ve hepatoselller karsinom icin ayrintili tetkik
edilmesini saglayabilir.
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Y Uksek serum
aminotransferaz diizeyleri
ve/veya hepatomegal i

A

Asirt alkol kullammi ve
karacigerin diger
hastaliklarinin 6yku ve
laboratuar testlerle dislanmast

A 4

USG, BT yada MRG ile karacigerin
goruntulenmesi

Normal Y agl karaciger
A 4 A
Karaciger Hastaligin evresi ve
biyopsisi progresyon riskini
belirlemek icin
karaciger biyopsisi

Sekil 4. Stpheli non alkolik yagli karaciger hastaligi (NAY KH) olan hastalara tamsal
yaklasim

NAYKH tanis klinik ve histolgjik kriterlere dayanmaktadir. Cogu hasta serum yiksek aminotransferaz
duzeyleri ve /veya hepatomegali nedeniyle degerlendirilir. Asirt alkol kullammi yoktur ve laboratuar test
sonuclarn karaciger hastaliginin diger nedenlerini dislachg zaman NAYKH tams dustnilmelidir. Radyol ojik
calismalarda yagh karaciger gosterilebilir. Karaciger biyopsis, fibrozis degerlendirilmesi ve basit steatozla ileri
karaciger hastaligi ayrimi igin ayrimi igin gereklidir.

Sleisenger & Fordtran's Gastrointestina and Liver Disease (182).
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Tablo 5. Ilerlemis Non-alkolik Y agl: Karaciger Hastalig: icin Risk Faktorleri

fleri yas (>50)
Obezite
Diabetes mellitus/insilin direnci

Hipertansiyon

AST/ALT oram > 1
Serum ALT seviyesi > normalin iki kat1

Serum trigliserid seviyeleri > 155 mg/dL

siddetli steatoz
Nekroinflamatuar aktivite (hepatosit balonlasma, nekrozis)

Boyanabilir demir

ALT, aanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase.
Sleisenger & Fordtran'sGagrointestinal and LiverDisease (182).

b-NAYKH’de Fibrozisin Non-invaziv Belirtegleri:
Perkitan karaciger biyopsisi NAYKH tanisi igin standart olmasina ragmen, pahali,

invaziv ve kiiciik de olsa komplikasyon riski vardir. Ornekleme degiskenligi yaygindir ve
NAY KH olan kisilerin cok sayida olmasi nedeniyle karaciger biyopsisi yapmak gerekli insan
guciinii asmaktadir. Onemli bir ilerleme basit, non invaziv hepatik fibroz derecesini tahmin
etmek icin gelistirilen yontem FibroTest yontemidir. Bu non invaziv testlerin en iyisidir.
Hepatik fibrozis tahmin etmek igin kullanilan kan testleri paneli serum a .. Makroglobulin,
apolipoprotein A-1, haptoglobin, total bilirubin ve GGT dizeyleri ve nekroinflamatuar
aktivite indeksi ve serum ALT dizeyini birlestirir. NAY KH olan 167 hasta Uzerinde yapilan
bir calismada, Fibrotestin kopri fibrozisi ve sirozu tespit icin ¢cok hassas oldugu goérdldi
(209). Fibrotest cutoff degeri 0.70 olarak alindiginda ileri fibrozis igin pozitif prediktif degeri
% 73 ve spesfitesi % 98 olarak tespit edildi. Fibrotest cutoff degeri 0.30 ilerlemis fibrozisicin
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% 90 negatif prediktif degere sahipti. Ne yazik ki, hastalarin %33'tinde 0.30 ve 0.70 arasinda
bir fibrotest puam vardh ve bu aralikta test fibrozis evresi degerlendirmek igin yetersizdir. Bu
nedenle, bu aralikta bir puan ile hastalarin dogru evrelenmesi icin karaciger biyopsisi gerekir.

Ultrason kullanarak Fibroscan yontemi fibrozis tahmini ve karaciger sertligini tespit
etmede basarili bulunmustur (110). Serum dehidroepiandrosteron dizeyleri ve serum
hyaluronik asit dizeyleri degisken basar1 ile degerlendirilmistir (111,112). Fibrozisin non
invaziv endeksleri NAYKH olan hastalarda, gelecekte karaciger biyopsisinin yerine
kullanmlmas: mimkindir ancak tim hastalarda bu s6z konusu degildir.

3.7.DOGAL SEYIR

NAYKH'nin dogal seyri blyuk oOlcude bilinmemektedir, ciinkii NAYKH olan
hastalarda histolojik takipli prospektif yeterli calisma yoktur. Retrospektif calismalardan elde
veriler NAYKH hastalarin ¢ogunda iyi seyirli bir hastalik oldugunu desteklemektedir.
Hepatosit nekroz ve fibrozisi olmayan steatozlu hastalarda histolojik veya progresyonun ¢ok
az oldugu gorilmustir (113). Bazi hastalarda, bununla birlikte, NAYKH siroz, karaciger
yetmezligi veya hepatoseliler karsinoma yol agabilir. 2003 ve 2008 yillar1 arasinda bes
retrospektif, karaciger biyopsisi uygulanan NAY KH olan toplam 215 hastanin dahil oldugu
calisma yayinlanmustir (28,114-116). Izlem sireleri 1 ila 14 yil arasinda degismekteydi ve
fibrozisin histolojik progresyonu %32-%41 hastada rapor edildi. NAY KH %50-%34 hastada
histolojik olarak stabil oldugu ve %16-%29 hastada progresyon goruldi. Fibrozis ilerleme
hizinda 6nemli 6lclde degiskenlik hastalar arasinda gdzlenmistir; histolojik progresyonlu
¢ogu hastada klinik bozulma olmad: ve klinik veya laboratuar verileri karaciger hastaliginin
seyrini tahmin etmede guvenilir degillerdir. Histolojik evrelemedeki degiskenlik 6rnekleme
hatasi sonucu olabilir, bu veriler dikkatle yorumlanmalidir (117).

Olmsted, Minnesota’dan NAYKH olan 420 hastanin dahil edildigi genis toplum
tabanli calismada; siroz 7.6 yil takip sirasinda hastalarin %3'tinde gelisti (118). Bu kohortta
karaciger hastaligi, kanser ve iskemik kalp hastaligi sonrast tgtincl siradaki 6lum nedeniydi.
Bu sinirli veriler hastalarin  ¢ogunda NAYKH vyavas seyirli bir durum oldugunu
gostermektedir. Ancak etkilenen Kisilerin kugik bir kisminda kisa bir sire icinde, klinik
olarak karaciger hastaligi ciddi klinik tablolara ilerleyebilir. Bu sonug, NAYKH olan 132
hastanin alindigi, 18 yil takipli klasik bir ¢alismanin verileri tarafindan desteklenmektedir
(119). Bu galismada karaciger biyopsi 6rneginin histolojik hasar derecesi ile klinik sonuclari
karsilastirildi. Her biyopsi ornegi kiimtlatif steatoz olusumu, inflamasyon, hepatosit nekrozu
ve fibrozis tarafindan belirlenen giderek siddeti artan hastaligi temsil eden 1 ile 4 alt grup
tiplerine ayrildi. Tip 3-4 hastalarda (steatoz, inflamasyon ve nekroz, fibrozis olan veya
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olmayan) siroz ve karaciger hastaligi ile iligkili 6lUm Tipl-2 hastalardan (nekrozsuz setatoz)
daha sik (sirasiyla %25 ve %11) olmasina ragmen mortalite agisindan iki grup arasinda
anlamli istatistiksel fark yoktu.

NAYKH ve alkolik hepatit histolojik olarak benzer, ancak klinik sonuglart dnemli
Olglide farklidir. Alkolik hepatit'li hastalarin bes yillik sag kalim oram %50-%75tir. Bir
caismada NASH olan hastalarin uzun sireli sagkalim orammin alkolik hepatit olan
hastalardan O6nemli 6lcude daha iyi oldugunu goserilmistir (102). NAYKH iligkili siroz
gelisimi hastalarin mindr bir kismint olusturur. Bununla birlikte siroza neden olan diger
hastaliklarda da durum benzerdir. NAYKH’nin kriptojenik sirozlu birgok olgunun olast
nedeni oldugunu ileri siiren gucli bulgular mevcuttur (120-122) ve hepatoselller karsinom
gelisimi ile iligkili olabilir (49,121,123). Bir calismada 5-10 yil icinde NAYKH ile iligkili
siroz gelisimi ile HCV liskili siroz gelisimi benzerdi ancak hepatoseliler karsinom NAY KH
olan hastalarda anlaml1 olarak daha az gorulmektedir (124).

Buyuk prospektif calismalar NAY KH dogal seyrini tammmlamak icin gereklidir, ancak
ortaya cikan deliller NAYKH’nin progresif olabilecegini ve bazi hastalarda 6nemli bir
morbidite ve mortalite ile iliskili oldugunu teyit etmektedir. Karaciger ile iliskili morbidite ve
mortalite riski ilk karaciger biyopsi dOrnegininde ileri NAYKH (nekroz ve fibrozisli
steatohepatit) kanti olan kisilerde yuksektir (119). Ilerleyici hastalik icin klinik ve
biyokimyasal risk faktorleri tespit edilebilir. Kadinlarin sayiss NAYKH calismalarinda
yuksektir, ancak cinsiyetin ilerlemis hastalik igin bagimsiz bir risk faktort olup olmadig: agik
degildir. ileri yas, obezite, diabetes mellitus, 1'den biiyik bir AST/ALT oranmn NAYKH
olan hastalarda siddetli fibrozis (kdprulesme/siroz) 6nemli bir prediktori oldugu bir calismada
gogterildi (48).

Biyokimyasal karaciger testlerinde anormallik olan asir1 kilolu hastalarin alindigi
baska calismada, karaciger fibrozu ile bagimsiz hepatik nekroinflamatuar aktivite indeksi,
BKI'nin 28 kg/me den fazla olmasi, 50 yasin tizeri, 1,7 mmol/L daha yiksek serum trigliserid
duzeyi ve normalden 2 kat daha fazla ALT duzeyleri arasinda bir iliski vard: (52). Obezite
cerrahisi icin sevk edilen morbid obez hastalarda, sistemik hipertansiyon, yiukselmis serum
ALT duzeyi ve yuksek instlin direnci indeksi ileri NAYKH igin yiksek prediktif degere
sahipti (34). Daha 6nce de belirtildigi gibi siroz, normale yakin karaciger biyokimyasal testli
obez olmayan hastalarda gosterilmistir.
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3.8. TEDAVI
NAYKH’'nin belirlenmis etkin tedavisi henliz yoktur. Bugine kadar NAYKH

hastalarda steatoz, inflamasyon ve fibrozisin iyilestigini gdsteren randomize kontrollt biytk
bir calisma yoktur. Yayinlanmis ¢alismalarin hasta sayisi az, dahil edilme kriterleri, sonlanim
noktalar1 ve Kklinik etkileri simirli kalmaktadir. Tarihsel olarak, NAYKH tedavisi kilo kaybr,
soruna neden olan ilag ve toksinlerin uzaklastirilmas: ve diabetes mellitus ve hiperlipidemi
gibi metabolik bozukluklarin kontroliinden olusmustur. Birkag vaka takdiminde ve kiguk
calismada diyet ve egzersizin NASH'li ¢cocuk ve eriskinlerde biyokimyasal, ultrasonografik
ve bazen histolojik anormallikleri duzettigi gosterilmistir (71,125-127). Yogun beslenme
danismanlig: ve siirekli kilo kaybi bazi hastalarda belirgin histolojik iyilesmeye yol agabilir
(128). Birkag kucuk, olctude kontrolsiiz ¢calismada, mide ve pankreas lipazinin reversibl bir
inhibitort olan orlistat ile kilo kaybi elde birkag hastada karaciger biyokimyasal test sonuclari,
steatoz ve fibroziste iyilesmeler gorildu (129,130). Obezite cerrahisi (bariatrik cerrahi)
oldukca iyi kilo kaybina yol acar ve hastalarin cogunda instlin duyarliligint artirir, NAYKH
patogenezinde rol alan metabolik anormallikleri bazilarini  normallestirir, Kkaraciger
inflamasyonu ve fibrozis mediyatérlerin hepatik ekspresyonunu azaltir ve NAYKH olan
hastalarda karaciger histolojisini iyilestirir (131-135).

Hicbir bilimsel veri NAY KH’li tim hastalar icin uygun belli bir ticari veyatibbi diyet
plamm ve dogru beslenme yaklasimi icin mevcut degildir (136). Ne yazik ki diyet, tibbi
yarchmlar, egzersiz veya cerrahi ile saglanan kilo kaybi ile sonlanim noktasi histolojik
iyilesme olan randomize, prospektif calisma yoktur. Bu tir calisgmalarda NAYKH’li asirt
kilolu hastalarda orta derecede kilo kaybi saglanir ancak kalici kilo kaybi nadir gorulir. Hizli
kilo kaybi, 6zellikle obezite cerrahisi (137) sonrasi, morbid obez hastalarda steatohepatit
siddetlenebilir, bu nedenle kilo kaybi1 ve karaciger biyokimyasal testleri kilo verme rejimi
uygulan hastalarda dikkatle izlenmelidir. Y apilan bir derlemede NASH’in ve basit karaciger
yaglanmasinin iki ayr1 antite olarak ele alinip, lipit dusdrict ve insilin duyarlilastiricilarin
basit yaglanma tedavisinde; antioksidan ve sitoprotektif ilag grubunun NASH tedavisinde
kullaniminin daha uygun olabilecegini belirtilmektedir (19). Yeni tedavi yontemleri igin
NAY KH’ nin patogenezini anlamak gerekir (Tablo 6).
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Tablo 6. Non-Alkolik Yagl Karaciger Hastaligi i¢in Potansiyel Tedaviler

Potansiyel ilaclar/toksinler kesilmeli
Alkol alimini en azaindirmeli

Kilolu hastalarda orta, siirekli egzersiz ve kilo kaybi
Belirli diyetlerin etkileri bilinmemektedir

Metformin
Tiazolidinedionlar

Gemfibrozil
Statinler

Betain
N-asetilsistein
Superoksit dismutaz
E vitamini

Mitokondriyal ATP depolama ve/veya aktivitesini arttiranlar
Leptin aktivitesini diizenleyenler

TNF-a aktivitesini diizenleyenler

Adiponektin seviyelerini yikseltenler

ATP, adenozin trifosfat. TNF-a, timor nekroz faktorU-o.
Seisenger & Fordtran'sGagtrointestinal and LiverDisease (182).

a-Antioksidanlar

Oksidatif stresi en aza indiren ilacglar yararli olabilir. E vitamini, ucuz ama gucli
antioksidandir, Birkag kicik pediatrik ve eriskin calismasinda NAYKH tedavisi igin
incelenmistir, sonuclar degiskendir (71,138,139). Tum calismalarda, E vitamini iyi tolere
edildi ve ¢ogu calismada serum aminotransferaz dizeylerinde, karaciger ultrasonografik
goriniim ve seyrek olarak histolojik bulgularda iyilesmeler gortldi. NAYKH histolojik
iyilesmeye saglayip saglamadigint belirlemek icin histolojik kriterleri sonlanim noktasi olan
randomize kontrolli E vitamini tek basina veya diger ilaglarla kombinasyon halinde
kullanldig: calismalara ihtiyag vardir. Kardiyovaskiler hastalilarda potansiyel negatif etkileri
g6z Ontine alinarak E vitamini NAY KH tedavisinde kullanirken dikkatli olunmalidir (140).
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Betaine, SAM dizeylerini yikselten ve hiicresel oksidatif hasar1 azaltan bir kolin
metabolitidir. NASH icin terapttik bir ajan olarak kiglk bir pilot ¢alismada umut verici
olarak gorulmustir (141). N-asetilsistein, sliperoksit dismutaz ve ragaglitazar gibi PPAR-a
agonistleri imit verici gjanlar olarak gorulmektedir ancak klinik insan ¢alismalar yetersizdir
(83,142,143).

N-asetilsistein:

1963 yilinda sistein metabolizmasimin bir Grin olan N-asetilsistein mukolitik olarak
kronik akciger hastaliginda yaygin kullanilmaya baslandi. Baslangigta sadece inhalasyon yolu
ile kullanilan NAC, oral yolla kullarildigr zamanda etkili oldugu gosterildi. N-asetilsistein
ayni zamanda 40 yildan fazladir asetaminofen zehirlenmesinde kullamimakta olan bir antidot
olup; major endojen antioksidan olan glutatyonun (GSH) prekursorudir. Akciger hastaliklar:
ve mukus viskozitesi Uzerindeki etkilerinin, direk mukus yikici etkisinden ¢ok glutatyon
aracilig1 ile oldugu dustunilmektedir. Glutatyon sistein iceren bir tripeptid olup, aminoasit
transportu, serbest radikallerin, reaktif oksijen ara Urinlerinin ve bazik toksik kimyasallarin
temizlenmesi gibi hiicresel olaylardarol alir (161). NAC ora uygulamadan sonra hizla emilir
ve 1 saatte kan pik dizeyine ulasir. Bagirsak ve karacigerde hizla metabolize edilmesinden
dolay1 N-asetilsisteinin kan dizeyi dusuktir. Metabolizmasindaki dnemli yolaklardan bir
tanesi N-asetilsisteinin L-sisteine doniismesi, daha sonra da sisteinin glutatyon igine girmesi
ve ¢Ozundr olmayan L-sistine okside olamamsidir. Nakano ve arkadaslari yaptiklar: calismada
steatotik ratlarin karaciger dokusundaki redikte glutatyon diizeylerinin, nonsteatotik olanlara
oranla belirgin distk oldugunu saptadilar. Aymi calismada steatotik ratlarda N-asetilsistein
uygulamas: sonrasi redikte glutatyon seviyelerinin arttigi gosterilmistir (169).

N-asetilsisteinin  etkisi ile ilgili ikinci mekanizma mikrosirkilatuvar relaksan
Ozelligine baglanmaktadir. Steatotik karacigerde sintizoidal araliklarin normal karacigere
oranla %54 azaldig1 ve hepatik kan akimimn 1/3’ Une indigi gosterilmistir (162). Stamler ve
arkadaglart NAC'nin endotelden kaynaklanan bir relaksan gibi davrandigim gostermislerdir
(163). Bu arastrmacilar N-asetilsisteiinin hizla S-nitrosisteine metabolize oldugunu ve
bununda endotel hticrelerde nitrk okside benzer etkileri oldugunu buldular. Mikrosirkulatuvar

relaksan oldugu hipotezi kan akiminin azaldig: steatotik karaciger hastaligi icin ilgi gekicidir.
b-Insiilin-Sensitize Ajanlar

Hiperinsilinemik instlin direncinin ve NAY KH arasindaki iliski tedavi icin mantikl1
bir hedef saglamaktadir. Metformin, hiperinsilinemiyi azaltan ve hepatik instlin duyarliligin
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artiran bir biguaniddir ve ob/ob farelerde karaciger yaglanmasi ve hepatomegaliyi azaltmistir
(144), ancak insan calismalarinda daha az etkilidir (145,146). Tiazolidinedionlar (TZD),
gucli PPAR-a agonistleridir, ayrica NAYKH tedavisi igin arastiriimaktadir. PPAR-o yag
dokusu, kas ve karacigerde eksprese olan bir nikleer reseptordir. Adipositte, PPAR-a hiicre
farklilasmasi tesvik eder ve lipolizi ve FFA’ nin serbest ekspresyonunu azaltir. TZD kas
dokusunda glikoz yikimint artirarak ve hepatik glikoz cikisint azaltarak instlin duyarlilig: ve
hiperinsilinemi iyilestirir. Troglitazon, birinci nesil TZD' dur ve NASH'li hastalarda
histolojik ve biyokimyasal iyilesmeler sagladh, ancak troglitazon nadir gorulen fakat ciddi
hepatotoksisite yan etkisi nedeniyle piyasadan kaldirildi. Rosiglitazon ve pioglitazon,
hepatotoksisite oranlari disik olan TZD’ dir. Histolojik olarak kamtlanmis NASH olan
hastalarda 48 haftalik tek kollu calismada incelenmistir (147,148). Hem iyi tolere edilerek
insilin duyarlihigint artirchgi, karaciger biyokimyasinda normallesme ve cogu hastada
histolojik diizelme sagladhigi tespit edilmistir. Ancak her iki TZD nun dezavantaji 6nemli
Olcglide kilo alinmast (%4.0-%7.3) ve artrms total viicut yag: olarak saptandi. Ayrica, tedavinin
tamamlanmasindan sonra, biyokimyasal ve histolojik iyilestirmelerin  devamlilig:
incelenmedi. Bir takip calismasinda ila¢ kesildikten sonra pioglitazon yararli etkileri de
ortadan kalkt: (149). Plasebo kontrollt bir Avrupa ¢alismasinda NAYKH olan 63 hastada
rosiglitazon tedavisiyle steatoz ve serum aminotransferaz seviyelerinde diizelme gosterildi
ancak nekroinflamasyon veya fibroziste iyilesme gordlmedi (150). Rosiglitazonla tedavi
edilen hastalarda belirgin kilo artis1 géraldi. TZD’un NAY KH olan hastalarda rutin kullamm
icin tavsiye edilebilmesi igin buyuk, plasebo-kontrolli calismalaraihtiyag vardr.

c-Demir Rediksiyonu

Y Uksek serum demir ve ferritin diizeyleri genetik hemokromatoz veya karaciger demir
yuki olmayan NAY KH’li bazi hastalarda tespit edilmistir. Cogu arastirmacilar artmis serum
demirinin NAY KH patogenezine rol oynadigindan ¢ok hepatik inflamasyonun bir yan trint
olduguna inamir ama birka¢ kictk calisma, demir azalmasi, plazma glikoz, insilin ve
aminotransferaz diizeylerini azaltarak NAY KH’ de terapdtik bir role sahip olabilecegini ortaya
koymustur (151,152). Demir ve instilin arasindaki iliski karmasiktir, ama demir deplesyonun
instilin koruyucu etkisi, iskelet kasi glikoz transportu ve metabolizmasinda artma, instilinin
artmis hepatik ekstraksiyon ve metabolizmasi sonucu olabilir (153). Bu calismalarin temel
sinirlamast histolojik kriterlerin sonlammm noktalari olmamasidir, ama sonuglar ilgingtir ve

daha fazla arastirma yapilmasina degerdir.
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d-Lipid dUstrcu ve sitoprotektif Ajanlar

NAYKH tedavisi i¢gin lipid dislriict ve sitoprotektif ilaglar: yararlihigiyla ilgili farkl
sonuglar, birkag kicuk calismada degerlendirilmistir. Gemfibrozil tedavisi alan ile almayan
kontrol grubu karsilastirilchginda, tedavi grubunda hastalarin %74, almayan kolda %30
biyokimyasal iyilesme oldugu saptanmis, ancak histolojik 0Ozellikleri degerlendirmeye
alinmamistir (154). Bir 3-hidroksi-3-metil-koenzim A (HMG-CoA) rediktaz inhibitort olan
atorvastatin ile NASH tedavisi kiglk bir pilot calismada Gmit verici goruldi (155), ancak
statinlerle buyutk bir klinik ¢alismada yoktur. Bir sitoprotektif ajan olan ursodeoksikolik asit,
NASH’de bir pilot calismada Umit verici sonuclar gosterdi ancak bir randomize plasebo-
kontrollu calismada etkili bulunmad: (156). Ursodeoksikolik asit ve E vitamini kombinasyonu
bazi yararl etkinlikleri gorulmastr.

e-Gelecek tedaviler:

Adiponektin duzeylerini artirmak, TNF-a nétralize etmek, mitokondriyal ATP
dengesini iyilestirmek veya leptin dizeyleri degistirecek ajanlar1 icerebilir. NAYKH
patogenezine daha fazla anlasildiginda yeni terapétik ajanlar olasilikla gelistirilecektir.

Anti TNF ajanlar:

Gunumuizde klinik kullanimda infliksimab, etanersept, adalimumab, golimumab ve
sertolizumab pegol olmak lizere bes tane anti- TNF-a ilaci bulunmaktadr.

infliximab: Biyolojik tedavi grubundaki anti-TNF ajanlarin prototipidir. Infliksimab
TNF-afa'ya spesifik simerik monoklonal 1gG1 antikoru olup %75 insan ve %25 sigan
sekanslarindan olusmustur ve TNF-alfa reseptorine baglanarak TNF-alfa mn biyolojik
aktivitesini notralize eder. TNF-a antikoru olan infliximab rat-insan kimerik monoklonal
antikorudur. inflamatuar bagirsak hastaligi ve romatoid artrit gibi c¢esitli hastaliklarin
tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir (5,6). Bir kag calismada infliximab'in ratlarda
NASH modelinde karaciger hasarim azalttigi gosterilmistir (7,8).

Adalimumab: TNF-a kars: tamamiyla insan 1IgG1 monoklonal antikordur (171). 2008
yilinda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan romatoid artrit, psoriatik artrit,
ankilozan spondilit, crohn hastaligi, ciddi psoriasis ve juvenil idiyopatik artrit tedavilerinde,
2012 yilimin sonlarinda ise Ulseratif kolit tedavisinde kullammi onaylanmistir.  Romatoid
artrit nedeniyle kullanilan NASH’li bir hastada biyokimyasal parametrelerde kalici yamt
gordlmustdr (9). Heniiz NASH’ de Adalimumab kullammmu ile ilgili bir calisma yoktur.

Etanercept: Rekombinant TNF-a reseptor flizyon proteinidir ve insan 1gGLl'in Fc
parcasina bagli insan TNF-a reseptor 2'nin iki ekstraselliler parcasindan olusur (171).
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Etanersept sadece trimerik ¢ozinir TNF yi monoklonal antikorlardan daha yuksek affinite ile
baglar ancak affinitesi dusuktir. Bagladigi TNF nin %90’ | 2-3 saat icinde serbest hale gelir.
Infliksimaba gore transmembran TNF'yi daha distk affinite ile ve geri dontsumlt olarak
baglar, buna bagli olarakda biyolojik aktivite inhibsyonu daha disiktir (172). Diger anti-
TNF-a ilaglardan farkli olarak TNF-o’nin yaninda makrofaj ve T hiicrelerinden salgilanan
lenfotoksin-o’y1 da baglar (173). Agir ve orta aktif romatoid artrit, poliartikiler idiyopatik
artrit ve plakli psoriazisin; psoriatik artritin ve ankilozan spondilitin tedavisinde kullanimi
FDA tarafinndan onaylanmistir. Hentiz NASH’de Etanercept kullammu ile ilgili bir ¢alisma
yoktur

Golimumab: Adalimumab gibi TNF-a karsi tamamiyla insan 1gG1 monoklonal
antikordur. 150 kDa moluler agirlikta olup ¢ozinir TNF ve transmembran TNF Uzerine olan
notralizan etkisinin guicti konusunda yeterli veri yoktur (171). Y etiskinlerde agir ve orta aktif
romatoid artrit, psoriatic artrit ve ankilozan spondilitin tedavisinde aylik cilt alti uygulama
seklinde kullammina FDA tarafindan onay verilmistir.

Sertolizumab Pegol: Humanize monoklonal anti-TNF pegile Fab fragmamdir (171).
Yapisinda bulunan polietilen glikol plasentadan gegemedigi icin gebelerde kullanimimin
guvenli olacag1 dustnilmektedir. FDA tarafindan standart tedaviye yeterli yanit alinamanmus
crohn hastaliginda kullanimina onay verilmistir.

Anti-TNF-a ilaglarin yan etkileri:

Anti-TNF-a ilaglar crohn hastaligr ve romatoid artritte standart tedavilere gore daha
hizli etki etmekte, semptomlar1 daha erken dizeltmekte ve genel olarak iyi tolere
edilmektedirler. Enjeksiyon ve inflizyona bagli yan etkiler, firsat¢i, fungal ve tiberkilozu
iceren enfeksiyonlar, lenfoproliferatif hastaliklar “hodgkin ve non-hodgkin lenfoma’,
demiyelizan hastaliklar “optik ndrit ve multipl sklerozun reaktivasyonu”, SLE benzeri
sendrom ve konjestif kalp yetmezliginin siddetlenmesi anti-TNF ilaglara bagli gdzlenen major
yan etkilerdir. Enjeksiyon ve inflizyona bagli yan etkiler orta ve hafif siddette olup
antihistaminikler ve glukokortikoidlerle kontrol edilebilmekte nadirende ilacin birakilmasini
gerektirmektedir (174-175). Tuberkiloz ve pnbémosistis gibi firsat¢i enfeksiyonlar ve septik
artrit, protez enfeksiyonu gibi ciddi enfeksiyonlar ortaya ¢ikabilmektedir (176). Anti-TNF
ilaglarin uygulanmasindan sonra erken donemde Ozellikle duyarli kisilerde ve latent
tuberkilozu olanlarda resktivasyon ve milier yayilim gozlenmistir (177). Lenfoproliferatif
hastalik insidansimin Ozellikle yuksek hastalik aktivitesi olan romatoid artrit hastalarinda
arttigi ancak bu artisin metotrexat tedavisi alan hastalarda da oldugu gozlenmistir (179-180).
Anti-TNF ilaglarin yeni malignitelerin gelismesine ve 6nceki malignitesi klinik olarak kontrol
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altinda olan hastalarda nikse yol actigina dair kamt yoktur ancak bu konuda kontrollt
caismalara ve daha fazla gozleme ihtiyag vardir. Bildirilen diger nadir yan etkiler
pansitopeni, aplastik anemi ve konjestif kalp yetmezliginin siddetlenmesidir (178). Hepatit B
ve C infeksiyonlu hastalarda, gebelerde ve laktasyonda kullammlarinin givenilirligi anektodal
bildiriler diginda bilinmemektedir.

f-Karaciger Nakli

Son donem karaciger hastaligi gelisen NAYKH olan hastalar karaciger nakli igin
degerlendirilmelidir. NAYKH karaciger nakli sonrasi tekrarlayabilir olmasina ragmen nakil
sonuglart iyidir (157,158). Rekirrens veya de novo NAYKH igin risk faktorleri muhtemelen
multifaktoryeldir ve bunlar arasinda hipertrigliseridemi, obezite, diabetes mellitus ve
glukokortikoid tedavisi sayilabilir.



4-GEREC VE YONTEM

Hayvanlar:

Dokuz Eylul Universitesi Tip Faklltess Hastanesi Deneysel Hayvanlar Arastirma
Laboratuart’ ndan saglanan 35 adet 194-250 (ortalama 223,6) gr. agirhiginda disi Wistar
Albino rat internasyonel hayvan deney ve bakim kilavuzlarina gore standart laboratuar
kosullarinda (sicaklik 23+2°C, 12 saat giindiiz/gece siklusu) kafeslere alindi (resim 1).

Diyet:

Icerigi ve kimyasal yapisi hayvan diyet uzmanlarinca standardize edilmis MCD ve
normal diyet ratlara verildi (tablo 7, 8). Rat yemleri Dokuz Eylul Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri (BOP) tarafindan saglanan kaynak ile saglandi (Harlan Teklad, Madison
WI, US). Ratlara guinlik 10 gr/100gr yem ve 10-12ml/100 gr su verildi.

Resim 1. Ratlarin gruplara halinde kafeslere alinmasi
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Tablo 7: Normal diyet kimyasal icerigi

Normal diyet (amino asit yeterli)

Icerik gr/kg
L-Alanine 35
L-Arginine HCI 121
L-Asparagine 6.0
L-Aspartic Acid 35
L-Cystine 3.5
L-Glutamic Acid 40.0
Glycine 23.3
L-Histidine HCI, monohydrate 4.5
L-Isoleucine 8.2
L-Leucine 111
L-Lysine HCI 18.0
L-Methionine 8.2
L-Phenylalanine 7.5
L-Proline 35
L-Serine 3.5
L-Threonine 8.2
L-Tryptophan 1.8
L-Tyrosine 5.0
L-Valine 8.2
Sucrose 351.68
Corn Starch 150.0
Maltodextrin 150.0
Soybean Oil 80.0
Cellulose 30.0
Mineral Mix, AIN-93M-MX (94049) 35.0
Calcium Phosphate, monobasic, monohydrate 8.2
Vitamin Mix, AIN-93-VX (94047) 13.0
Choline Bitartrate 25

TBHQ, antioxidant 0.02




Tablo 8: Metionin ve kolin defisit diyet kimyasal icerigi

Metionin ve Kolin Defisit Diyet

Icerik gr/kg
Sucrose 455.294
Corn Starch 200.0
Corn Qil 100.0
Cellulose 30.0
Mineral Mix, AIN-76 (170915) 35.0
Calcium Phosphate, dibasic 3.0
L-Alanine 3.5
L-Arginine HCI 121
L-Asparagine 6.0
L-Aspartic Acid 35
L-Cystine 3.5
L-Glutamic Acid 40.0
Glycine 23.3
L-Histidine HCI, monohydrate 4.5
L-Isoleucine 8.2
L-Leucine 111
L-Lysine HCI 18.0
L-Phenylalanine 7.5
L-Proline 3.5
L-Serine 3.5
L-Threonine 8.2
L-Tryptophan 1.8
L-Tyrosine 5.0
L-Valine 8.2
Vitamin Mix, w/o choline, A, D, E (83171) 5.0
Vitamin E, DL-alphatocopheryl acetate (500 1U/g) 0.242
Vitamin A Palmitate (500,000 |U/g) 0.0396
Vitamin D3, cholecalciferol (500,000 1U/g) 0.0044
Ethoxyquin, antioxidant 0.02
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Calismanin tasarima:

Otuz bes adet disi Wistar Albino rat 7' serli bes esit gruba ayrild.

Grup 1 (n=7, kontrol): Bu gruptaki ratlar kontrol grubu olarak ele alinarak ve
normal standart gida ve su verildi.

Grup 2 (n=7, MCD alan grup): Bu gruptaki ratlar 6 hafta boyunca MCD diyet ve su
ald.

Grup 3 (n=7,M CD+N-asetilsistein): Bu gruptaki ratlara 20 mg/kg/gin NAC (NAC
dozu ratlar icin ayarlandi.) orogastrik gavaj ile uyguland: ve 6 hafta boyunca MCD diyet ve su
adilar. NASH’li ratlarda NAC ile yapilan calismalarda 20 mg/kg/gin dozu guvenli
bulundugu icin bu doz uygulandi. Orogastrik gavaj uygulamasi resim 2’ de gosterildi.

Grup 4 (n=7, MCD+adalimumab): Bu gruptaki ratlarda 7 mg/kg adalimumab 0, 2,
4. haftalarda intraperitoneal uygulandi ve 6 hafta MCD diyet ve su aldilar. NASH'li ratlarda
adalimumabla yapilan c¢alisma bulunmamakla birlikte invitro modeller ve standart hayvan
calisgmalarinda 7mg/kg dozu guvenli olarak bulundugu icin bu dozda uyguland.
Intraperitoneal uygulama resim 3’ de gosterildi.

Grup 5 (n=7, MCD+N-asetilsstein+adalimumab): Bu gruptaki ratlara 20
mg/kg/gin NAC (NAC dozu ratlar icin ayarlandi.) orogastrik gava ile uygulandi, 7 mg/kg
adalimumab 0, 2, 4. haftalarda intraperitoneal uyguland: ve 6 hafta boyunca MCD diyet ve su
aldilar. Calisma boyuncaratlar yakindan gozlendi. Ratlarin agirliklar: haftalik takip edildi.
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Resm 2. Ratlaraintraperitoneal ve orogastrik gavaj ilag uygulamasi

Deneyin sonlandirilmas ve ¢érneklerin toplanmas

Calismanin baslangicindan 6 hafta sonra eter anestezisi altinda karin agilarak vena
kavadan yaklasik 6¢c kan tiplere alindi. Alinan Kan 6rnekleri 5000 devirde 5 dakika santrifj
edildikten sonra analiz yapilincaya kadar -80°C’'de saklandi. Karaciger dokulart %10 luk
formaldehitlere konulup histopatolojik incelemeler icin patoloji laboratuarina goénderildi.

Ratlara inhalasyon yoluyla uygulanan eter ile 6tenazi uygulandh.

VL A A4

N:7 Normal N:7 MCD N:7 MCD N:7 MCD N:7 MCD
diyet diyet diyet+NAC diyet+ADA diyet+NAC+

ADA
Sekil 5: Gruplar ve 6zellikleri
McD: Metionin ve kolin defisit, NAC: N-asetilsistein, ADA: Adalimumab, iP: intraperitoneal
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Resm 3. Ratlarin eter anestezisi sonrast drneklerin alimi icin hazirlanmasi

Resim 4. Vena Kava dan kan 6rnegi alinmasi



Resim 5. Karacigerin tota ¢ikarilmasi

e
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Resim 6: Normal diyet alan rat karacigerinin makroskopik gorunimdi.
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Resim 7: Metionin ve kolin defisit diyet alan rat karacigerinin makroskopik gortnim.

Sitokin seviyeri

TNF-a (Invitrogen, KRC3011, USA), TGF B, IL-6 (Boster, EK0514, China) ve IL-8
(Cusabio Int, CSB-E07273r, China) seviyeleri ELISA yontemi kullamlarak yapildi.

Biyokimyasal analizler

Serum aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), alkalen fosfataz
(ALP), tota bilirubin, total protein ve albimin seviyeleri otoanalizor kullamlarak yapildi
(Abbott Architect 16000, Abbott Inc, Princeton, NJ, USA).

Histopatolojik inceleme

Karaciger cikarilarak doku ornekleri geleneksel metotlarla histoloji icin islenerek
parafin bloklarda fixe edildi. Hemotoksilen eozin boyama icin karaciger kesildi. Fibrozis
yayginligi Mason Trichrom ile belirlendi. Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Patoloji Anabilim Dali’'nda uzman patolojist tarafindan ornekler 11k mikroskop altinda
incelendi.

Y aglanma, balon dejenerasyon, lobller inflamasyon, fibrozis varligi veya yoklugu
tespit edilerek Brunt NASH skorlamasi yapildh.
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istatistik

SPSS 15.0 bilgisayar program (SPSS Inc., Sostware Chicago, IL, USA) istatistiksel
analiz icin kullanildi. Gruplar arasi farkliklar Kruskal Wallis test ve Mann-Whitney U test ile
belirlenerek, P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Tablolarda ortalamalar (standart
sapma)belirtildi. Tablolar disinda gruplarda normal dagilima sahip olanlarin ortalamalari

(standart sapmasi), normal dagilima sahip olmayanlarin ise ortanca degerleri (en yiksek ve en
diusuk deger) belirtildi.
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5-BULGULAR

Ratlar 5 grup halinde ilk giinden itibaren her hafta tartildi. Normal diyet rat yemi

verilen grupta belirgin kilo artis1 meydana geldi. MCD diyet alan dort grupta ise kilo kaybi
mevcuttu. En fazla kilo kayb: sadece MCD diyet alan grupta olup MCD diyet ve tedavi alan
gruplarda daha az kilo kaybi gozlendi. Gruplarin agirlik ortalamalar1 haftalara gore sekil 6'de

verildi. Caligma siresince ratlarda herhangi bir yan etki gérilmedi.

300

250
m = = = SEaas
150 B——
5 100

50

gruplarin ortalama
girhiklari gr

O.hafta 1.hafta 2.hafta 3.hafta 4.hafta 5.hafta 6.hafta
haftalar

Sekil 6: Gruplarin haftalik agirlik ortalamalari
MCD: Metionin ve kolin defisit, NAC: N-asdtilsistein, ADA: Adalimumab

Immiinolojik parametreler:

—— Normal Diyet

= MCD

-= MCD+NAC
MCD+ADA

-= MCD+NAC+ ADA

TUm gruplarin serum TNF-a, TGF B, IL6 ve IL8 dizey ortdamalar1 tablo 9'da

gogerildi. Kruskal-Wallis Testi ile gruplar arasinda istatistiksel farkli olan parametreler

belirlendi. Igtatistiksel anlamlik saptanan parametreler Mann-Whitney U Testi ile gruplar

arasinda degerlendirildi (tablol10).



Tablo 9. Sitokin seviyeleri

mmanolgc | TOmRatlar | Normal Diyet MCD MCD+NAC | Mmcp+aDA | M C%'\LAC*
Par ametr dler (n=35) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) p*
Ortalama (SS) | Ortdama(SS) | Ortalama(SS) | Ortalama (SS) Ortalama (SS) Ortalama (SS)
TNF alfa (pg/ml) 3,80(3,71) 1,70(2,59) 8,60(3,53) 4,87(3,97) 1,82(,60) 2,02(1,15) 0,002
TGF beta (pg/ml) 29,60(15,14) 15,87(3,80) 50,93(13,92) 27,87(8,70) 29,63 (11,82) 23,68(8,90) | <0,001
IL6 (pg/ml) 301,88(123,90) | 157,10(19,75) | 412,60(84,85) | 382,02(118,50) | 314,56(110,50) | 243,09(51,65) | <0,001
IL8 (pg/ml) 147,14(107,39) | 86,96(69,24) | 179,10(145,88) | 187,01(127,92) | 142,04(68,44) | 140,60(104,29) | 0,381
*Kruskal-Wallis Testi
MCD: Metionin kolin defisit
ADA: Adalimumab
NAC: N-asgtilsistein
Tablo 10. Sitokin seviyelerinin gruplar arasi istatistiksel verileri
Gruplar TNF alfa TGF beta IL6
z p* z p* z p*

Normal Diyet vs MCD -2,875 0,004 -3,130 0,002 -3,130 0,002
MCD vs MCD+NAC -1,663 0,096 -2,686 0,007 -0,831 0,406
MCD vs MCD+ADA -2,747 0,006 -2,435 0,015 -1,663 0,96
MCD vs MCD+NAC+ADA -2,747 0,006 -2,814 0,005 -3,130 0,002
MCD+NAC vs MCD+ADA -1,981 0,048 -,128 0,898 -1,214 0,225
MCD+NAC vs MCD+NAC+ADA -1,853 0,064 -1,214 0,225 -2,364 0,018
MCD+ADA vs MCD+NAC+ADA -,064 0,949 -1,151 0,250 -1,469 0,142

* Mann-Whitney U Tedti

M CD: Metionin kolin defisit
ADA: Adalimumab

NAC: N-asetilsistein

TNF-a seviyeleri:

TNF-0 seviyelerine bakildiginda normal diyet aan grupta 0,99 (0,13-7,42) pg/ml,
sadece MCD diyet alan grupta 9,90 (2,23-11,64) pg/ml, MCD+NAC verilen grupta 3,75
(1,97-13,14) pg/ml, MCD+adalimumab aan grupta 1,90 (1,09-258) pg/ml ve
MCD+NA C+adalimumab alan grupta 1,33 (1,12-4,24) pg/ml olarak tespit edildi. TNF-a en
yiksek grup 2'de tespit edildi. En distk seviyesinin ise grup 1’ de oldugu gorulda (sekil 7).

Normal diyet alan birinci grup ile MCD alan ikinci grup arasinda serum TNF-a
seviyeleri, ikinci grup lehine istatistiksel olarak anlamli farklilik mevcuttu (p=0.004). Bu bize
NASH modeli olusturdugumuz grupta TNF-o seviyelerinin anlamli sekilde yukseldigini
gostermekteydi. Grup 2 ile 3 arasinda serum TNF-a seviyelerine bakildiginda grup 3'de NAC
tedavisine bagli olarak TNF-a’ nin baskilandig: ancak istatistiksel anlamliligin olmadig: tespit
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edildi (p=0.096). Grup 2 ile 4 arasinda serum TNF-a seviyelerinde ise grup 4 de adalimumab
tedavisine bagli olarak TNF-o'nin istatistiksel olarak anlamli derecede baskilandig: tespit
edildi (p=0.006). Grup 2 ile 5 arasinda serum TNF-o seviyelerine bakildiginda grup 5'de
ADA+NAC kombinasyon tedavisine bagli olarak TNF-o' nin istatistiksel olarak anlamli
derecede baskilandig: tespit edildi (p=0.006). Grup 3 ile 4 arasinda serum TNF-a seviyelerine
bakildiginda adalimumab tedavisi alan grup 4’ de TNF-o’ nin NAC tedavisi alan grup 3'e gore
istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla baskilandig: tespit edildi (p=0.048). Grup 3 ile
5 arasinda serum TNF-a seviyelerine bakildiginda kombinasyon tedavisi alan grup 5’ de TNF-
a'mn yalmzca NAC tedavisi alan grup 3'e gore daha fazla baskilandigi ancak istatistiksel
olarak aralarinda anlamli farkliligin olmadig1 gorildi (p=0.064). Grup 4 ile 5 arasinda serum
TNF-o seviyelerine bakildiginda adalimumab tedavisi alan grup 4'de TNF-a'nin
kombinasyon tedavisi alan grup 5e gore fazla baskilandigi ancak istatistiksel olarak
aralarinda anlamli farkliligin olmagdig gorildi (p=0.949).

10

TNF-alfa (pg/ml)

i 1,7 1,8 2,0
| . .E
0+ T

Normal Diyet MCD MCD+NAC MCD+ADA MCD+NAC+ ADA

Gruplar

Sekil 7: Serum TNF-a seviyeleri
MCD: Metionin kolin defisit, NAC: N-asdtilsistein, ADA: Adaimumab

TGF B seviyeleri:

TGF B seviyelerine bakildiginda normal diyet alan grupta 15,29 (12,27-22,36) pg/ml,
sadece MCD diyet alan grupta 50,78 (32,07-70,29) pg/ml, MCD+NAC verilen grupta 25,81
(19,32-4351) pg/ml, MCD+ADA aan grupta 24,57 (19,32-52,78) pg/ml ve
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MCD+NAC+ADA aan grupta 21,36 (12,32-38-84) pg/ml olarak tespit edildi. TGF B en
yiksek grup 2 de tespit edildi. En distk seviyesinin ise grup 1’ de oldugu goruldi (sekil 8).

Normal diyet alan birinci grup ile her hangi bir tedavi aimayan sadece MCD alan
ikinci grup arasinda serum TGF B seviyeleri arasinda ikinci grup lehine istatistiksel olarak
anlamli farklilik mevcuttu (p=0.002). Bu NASH modeli olusturdugumuz grupta TGF 3
seviyelerinin yikseldigini gostermekteydi. Grup 2 ile 3 arasinda serum TGF 3 seviyelerine
bakildiginda grup 3'de NAC'ye bagli TGF pB'nin istatistiksel olarak anlamli derecede
baskilandig1 tespit edildi (p=0.007). Grup 2 ile 4 arasinda serum TGF B seviyelerine
bakildiginda grup 4'de adalimumaba bagli TGF-B’nin istatistiksel olarak anlaml1 derecede
baskilandig1 tespit edildi (p=0.015). Grup 2 ile 5 arasinda serum TGF B seviyelerine
bakildiginda grup 5 de kombinasyon tedavisine bagli TGF [’ nin istatistiksel olarak anlamli
derecede baskilandig: tespit edildi (p=0.005). Grup 3 ile 4 arasinda serum TGF 3 seviyelerine
bakildiginda NAC alan grup 3'de TGF ’nin ADA alan grup 4’ e gbre daha fazla baskilandigi
ancak istatistiksel olarak aralarinda anlamli farkliligin olmadig: gorildi (p=0.898). Grup 3ile
5 arasinda serum TGF B seviyelerine bakildiginda kombinasyon tedavisi alan grup 5’ de TGF
B'mn NAC alan grup 3'e gore daha fazla baskilandigi ancak istatistiksel olarak aralarinda
anlamli farklhiligin olmadigr goraldi (p=0.225). Grup 4 ile 5 arasinda TGF 3 seviyelerine
bakildiginda kombinasyon tedavisi alan grup 5 de TGF 'mn ADA alan grup 4'e gore daha
fazla baskilandigi ancak istatistiksel olarak aralarinda anlamli farkliligin olmadigi goruldi
(p=0.250).
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Gruplar

Sekil 8: Serum TGF B seviyeleri
MCD: Metionin kolin defisit, NAC: N-asdtilsistein, ADA: Adaimumab
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IL6 seviyeleri:
Serum IL6 seviyelerine bakildiginda normal diyet alan grupta 156,26 (136,25-195,36)

pg/ml, sadece MCD diyet alan grupta 411,32 (311,65-568,71) pg/ml, MCD+NAC verilen
grupta 371,19 (245,37-562,30) pg/ml, MCD+ADA alan grupta 288,09 (198,25-505,79) pg/ml
ve MCD+NAC+ADA alan grupta 235,21 (186,36-311,65) pg/ml olarak tespit edildi. IL 6 en
yiksek grup 2'de tespit edildi. En distk seviyesinin ise grup 1’ de oldugu goruldia (sekil 9).
Normal diyet alan birinci grup ile her hangi bir tedavi aimayan sadece MCD alan
ikinci grup arasinda serum IL 6 seviyeleri arasinda ikinci grup lehine istatistiksel olarak
anlaml1 farklhilik mevcuttu (p=0.002). Bu bize NASH modeli olusturdugumuz grupta IL 6
seviyesinin beklendigi sekilde ylkseldigini gostermekteydi. Grup 2 ile 3 arasindaserum IL 6
seviyelerine bakildiginda grup 3'de NAC'ye bagli IL 6'min baskilandigi ancak istatistiksel
olarak aralarinda anlamli farkliligin olmadig: gorildu (p=0.406). Grup 2 ile 4 arasinda serum
IL 6 seviyelerine bakildiginda grup 4'de adalimumaba bagli IL 6 nin baskilandigi ancak
istatistiksel olarak aralarinda anlamli farkliligin olmadig:r goruldi (p=0.96). Grup 2 ile 5
arasinda serum IL 6 seviyelerine bakildiginda grup 5 de kombinasyon tedavisine lehine IL
6’ min istatistiksel olarak anlamli derecede daha diistik oldugu belirlendi (p=0.002). Grup 3ile
4 arasinda serum IL 6 seviyelerine bakildiginda adalimumab alan grupta IL 6'mn NAC alan
gruba gore daha fazla baskilandigi, ancak aralarinda istatistiksel anlamli farkliligin olmadig:
gorildu (p=0.225). Grup 3ile5 arasindalL 6 seviyelerine bakildiginda IL 6’ nin kombinasyon
tedavisi alan grupta NAC alan gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla
baskilandig: tespit edildi (p=0.018). Grup 4 ile 5 arasinda IL 6 seviyelerine bakildiginda
kombinasyon tedavisi alan grup 5'de IL 6'nin ADA aan grup 4'e gore daha fazla
baskilandigi, ancak aralarinda istatistiksel anlamli farkliligin olmagigi goruldu (p=0.142).
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Gruplar
Sekil 9: Serum IL 6 seviyeleri
MCD: Metionin kolin defisit, NAC: N-asetilsstein, ADA: Adalimumab
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IL8 seviyeleri:

Serum IL8 seviyelerine bakildiginda normal diyet alan grupta 51,08 (12,01-169,01)
pg/ml, sadece MCD diyet alan grupta 165,24 (67,58-485,54) pg/ml, MCD+NAC verilen
grupta 225,16 (30,72-331,19) pg/ml, MCD+ADA aan grupta 113,09 (81,99-275,72) pg/ml ve
MCD+NAC+ADA alan grupta 82,66 (32,10-296,18) pg/ml olarak tespit edildi. IL8 en yuksek
grup 3 de tespit edildi. En distik seviyesinin ise grup 1'de oldugu goruldi (sekil 10). MCD
diyet alan grupta IL8 seviyesinin yikseldigi, ADA ve kombinasyon tedavisi alan grupta MCD
alan gruba gore IL8 seviyesinin geriledigi goruldi. Ancak gruplar arasinda istatistiksel
anlaml1 farlilik yoktu (p: 0,381).

_ 150 142,0 140,6
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g 100 — 840
P
= 5o -
0 - :
Normal Diyet MCD MCD+NAC MCD+ADA MCD+NAC+ ADA
Gruplar

Sekil 10: Serum IL 8 seviyeleri
MCD: Metionin kolin defisit, NAC: N-asetilsstein, ADA: Adaimumab

Biyokimyasal parametreler:

Tdm gruplarin serum AST, ALT, ALP, tota bilirubin, total protein ve albumin
seviyeleri ortalamalar1 tablo 11'da gosterildi. Kruskal-Wallis Testi ile gruplar arasinda
istatistiksel farkli olan parametreler belirlendi. Istatistiksel anlamlik saptanan parametreler
Mann-Whitney U Testi ile gruplar arasinda degerlendirildi (tablo12).
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Tablo 11. Biyokimyasal parametreler

iyokimyasa | TUMREtlar | Normal Diyet MCD MCD+NAC | mcp+apA | M CR"D'\LAC"
=35 S S S S <
Parametreler (n=35) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) P
Ortalama (SS) Ortalama (SS) Ortalama (SS) Ortalama(SS) Ortalama (SS) Ortalama (SS)
123 134,14 139,86 115,72 112,71 112,57
AST (U/L) (40,93) (66,16) (42,54) (32,67) (14,28) (35,27)
0,594
56,77 44,71 62,71 58 63,57 54,86
ALT (U/L) (20,29) (19,68) (29,75) (14,25) (12,23) (20,90) 0,314
392,89 472,43 429,29 468,57 314,29 279,86
ALP (U/L) (206,60) (337,30) (137,69) (212,43) (122,10) (106,64) 0,283
— 0,40 0,28 041 042 043 0,46
Tota Bilirubin ' ' ' ' ' '
(mg/d) (0.10) (0,02) (0,10) (0,12) (0,09) (0,10) 0,005
. 6,71 76 6,67 6,36 6,5 6,44
ek brgsn (0,61) (0,57) (0,38) (0.36) (0.37) (0.47) 0,002
(gr/dl)
2,99 3,69 2,79 2,80 2,79 2,89
Albtimin (gr/dl) (0,49) (0,43) (0,46) (0,30) (0,27) (0,25) 0,006
* Kruska-Wallis Testi
MCD: Metionin kolin defisit
NAC: N-asetilsistein
ADA: Adalimumab
Tablo 12. Biyokimyasal parametrelerin gruplar arasi istatistiksel verileri
Gruplar Total Bilirubin Tprotein Albtmin
VA p* VA p* VA
Normal Diyet vs MCD -2,564 0,010 -2,830 0,005 -2,628 0,009
MCD vs MCD+NAC ,000 1,000 -1,489 0,136 -,780 0,435
MCD vs MCD+ADA -,319 0,749 -, 712 0,476 -,581 0,561
MCD vs MCD+NAC+ADA -,448 0,654 -1,160 0,246 -,966 0,334
MCD+NAC vs MCD+ADA -,193 0,847 -,837 0,403 -,517 0,605
MCD+NAC vs MCD+NAC+ADA -, 704 0,482 -,193 0,847 0,771 0,441
MCD+ADA vs MCD+NAC+ADA -,512 0,609 -,321 0,748 -,853 0,393

* Mann-Whitney U Tedti

MCD: Metionin kolin defisit

NAC: N-asdtilsistein
ADA: Adalimumab

AST:

Serum AST seviyelerine bakildiginda normal diyet alan grup 1'de 104 (68-241) U/L,
sadece MCD diyet alan grup 2'de 140 (95-226) U/L, MCD+NAC verilen grup 3'te 114 (67-
161) U/L, MCD+ADA alan grup 4'te 110 (99-140) U/L ve MCD+NAC+ADA alan grup 5'te
103 (82-176) U/L olarak tespit edildi. AST en yiksek grup 2'de tespit edildi. En distk
seviyesinin ise grup 5'de oldugu goruldi (sekil 11). Gruplara arasinda istatistiksel olarak

anlaml1 farklilik saptanmadh (p: 0,594).
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ALT:
Serum ALT seviyelerine bakildiginda normal diyet alan grup 1'de 37 (30-87) UIL,

sadece MCD diyet alan grup 2'de 59 (29-118) U/L, MCD+NAC verilen grup 3'te 58 (34-80)
U/L, MCD+ADA alan grup 4'te 60 (49-83) U/L ve MCD+NAC+ADA alan grup 5'te 53 (27-
90) U/L olarak tespit edildi. ALT en yuksek grup 4 de tespit edildi. En disik seviyesinin ise
grup 1'de oldugu goruldi (sekil 11). Gruplara arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmad (p: 0,314).

ALP:

Serum ALP seviyelerine bakildiginda normal diyet alan grup 1'de 370 (127-967) U/L,
sadece MCD diyet alan grup 2'de 443 (180-616) U/L, MCD+NAC verilen grup 3'te 412
(246-803) U/L, MCD+ADA aan grup 4'te 275 (201-543) U/L ve MCD+NAC+ADA aan
grup 5'te 270 (163-464) U/L olarak tespit edildi (sekil 11). ALP en yiksek grup 2’ de tespit
edildi. En distk seviyesinin ise grup 5 de oldugu gorildi. Ancak gruplar arasinda istatistiksel
anlaml1 farlilik yoktu (p: 0,283).
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Sekil 11. Serum AST, ALT ve ALP seviyeleri
MCD: Metionin kolin defisit, NAC: N-asetilsistein, ADA: Adalimumab

AlbUmin:

Serum albumin seviyelerine bakildiginda normal diyet alan grupta 3,69+0,43 g/dl,
sadece MCD diyet alan grupta 2,79+0,46 g/dl, MCD+NAC verilen grupta 2,80+0,30 g/dl,
MCD+ADA alan grupta 2,79+0,27 g/d ve MCD+NAC+ADA alan grupta 2,89+0,25 g/dl
olarak tespit edildi. Serum albumin seviyesi en yiksek normal diyet alan grupta, en disik ise
MCD diyet alan grup ve MCD+ADA alan gruptatespit edildi (sekil 12).
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Normal diyet alan grup ile MCD diyet alan grup arasinda serum albumin diizeyinde
normal diyet grubu lehine istatistiksel anlamli yiikseklik mevcuttu (p:0.009). MCD diyet alan
grup ile tedavi alan grup 3,4 ve 5 arasinda istatistiksel anlamli farklilik saptanmadh.
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Sekil 12: Serum alblimin seviyeleri
MCD: Metionin kolin defisit, NAC: N-asetilsistein, ADA: Adalimumab

Total protein
Serum total protein seviyelerine bakildiginda normal diyet alan grupta 7,60+0,57 g/dl,

sadece MCD diyet alan grupta 6,67+0,38 g/dl, MCD+NAC verilen grupta 6,36+0,36 g/dl,
MCD+ADA alan grupta 6,50+0,37 g/d ve MCD+NAC+ADA alan grupta 6,44+0,47 g/dl
olarak tespit edildi. Serum total protein seviyesi en yiksek normal diyet alan grup 1'de
saptandi. En disiik ise MCD+NAC alan grup 3'te tespit edildi (sekil 13).

Normal diyet alan grup ile MCD diyet alan grup arasinda serum total protein
duzeyinde normal diyet grubu lehine istatistiksel anlaml1 yiikseklik mevcuttu (p:0.005). MCD
diyet alan grup ile tedavi alan grup 3,4 ve 5 arasinda istatistiksel anlamli farklilik saptanmadi.
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Total Protein (gr/dl)
N

Normal Diyet MCD+NAC MCD+ADA MCD+NAC+ ADA

Gruplar

Sekil 13: Serum total protein seviyeleri
M CD: Metionin kolin defisit, NAC: N-asetilsistein, ADA: Adalimumab

Total bilirubin:

Serum tota bilirubin seviyelerine bakildiginda normal diyet alan grupta 0,28+0,02
g/dl, sadece MCD diyet alan grupta 0,41+0,10 g/dl, MCD+NAC verilen grupta 0,42+0,12
g/dl, MCD+ADA alan grupta 0,43+0,09 g/dl ve MCD+NAC+ADA alan grupta 0,46+0,10
g/dl olarak tespit edildi. Serum total bilirubin seviyesi en distik normal diyet alan grup 1'de
saptandi. En yiksek iss MCD+NAC+ADA alan grup 5'te tespit edildi (sekil 14).

Normal diyet alan grup ile MCD alan grup arasinda serum tota bilirubin seviyeleri
bakildiginda 2. grupta istatistiksel olarak anlamli yikseklik mevcuttu (p=0.010). Diger
gruplara arasinda istatistiksel farklilik saptanmadi.
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Normal Diyet MCD MCD+NAC MCD+ADA MCD+NAC+ ADA
Gruplar

Sekil 14: Serum total bilirubin seviyeleri
MCD: Metionin kolin defisit, NAC: N-asetilsistein, ADA: Adalimumab
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Histopatoloji:

TUm gruplarin karaciger steatoz, lobller inflamasyon, hepatosit balonlasmasi, fibrozis
ve total NASH skorlar1 tablo 13'da gosterildi. Kruskal-Wallis Testi ile gruplar arasinda
istatistiksel farklilik olan parametreler belirlendi. Kruskal-Wallis Testi’ nde normal diyet alan
grupta NASH skorlar1 sifir oldugu icin degerlendirmeye alinmadh. istatistiksel anlamlik

saptanan hepatosit balonlasmast ve toplam NASH skoru Mann-Whitney U Testi ile gruplar
arasinda degerlendirildi (tablo 14). Beklenildigi gibi MCD diyet alan grupta NASH olustugu
histopatolojik olarak gosterildi. Toplam skorun 5 ve tzeri olmast NASH olarak kabul edildi.

Tablo 13. Histopatolojik skorlar

N TumRatlar | Normal Diyet MCD MCD+NAC | McD+ADA | MCDTRACT
Istopatolojl n=35 n=7 n=7 n=7 n=7 o
topatol (n=35) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) =7 b
Ortalama (SS) Ortalama (SS) Ortalama (SS) Ortalama (SS) | Ortalama (SS) Ortalama (SS)
2,06 0 2,57 2,43 2,86 2,29
Steatoz (1,19) © (0,79) (0,79) (0,38) (0,95) 0,567
. 1,69 2 1,57 2,57 2
Lobuler ' 0 ' '
inflamasyon (1.02) ©) (0.81) (0,79) (053) (0,58) 0,096
. 1,14 1,71 1,57 1,29 0,71
Hepatosit ' 0 ' ' ' '
Balonlasmast 0.73) ©) (0,76) (0,53) (0,49) (0,49) 0,029
. . 0 0 0 0 0 0
Fibrozis ) ) ) ) ) ) 1,000
4,86 0 6,14 557 6,71 5
Toplam NAS Skoru (2,30) © (1,07) (0,98) (0,76) (1,15) 0,032

* Kruskal-Wallis Tedti

** Kruskal-Wallis Testi (Normal diyet grubu analize dahil edilmemistir.)

MCD: Metionin kolin defisit
NAC: N-asdtilsistein
ADA: Adalimumab

Tablo 14. Gruplar arasi hepatosit balonlasmast ve toplam NASH skorunun istatistiksel

verileri
Gruplar Hepatosit Balonlasmasi Toplam NASH Skoru
VA p* VA p*

MCD vs MCD+NAC -,286 0,775 -,876 0,381
MCD vs MCD+ADA -1,164 0,244 -1,214 0,225
MCD vs MCD+NAC+ADA -2,422 0,015 -1,615 0,106
MCD+NAC vs MCD+ADA -1,041 0,298 -2,089 0,037
MCD+NAC vs MCD+NAC+ADA -2,442 0,015 -,876 0,381
MCD+ADA vs MCD+NAC+ADA -1,927 0,054 -2,676 0,007

* Mann-Whitney U Testi
MCD: Metionin kolin defisit
NAC: N-asetilsistein
ADA: Adalimumab




Gruplar arasi toplam NASH skoruna bakildiginda en yiksek toplam skor 6,71+1,06 ile
MCD+ADA alan grupta goruldi. En distk skor ise 5,00+1,15 ile MCD+ADA+NAC aan
grupta oldugu tespit edildi. Toplam NASH skoruna bakildigi zaman gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi (p=0,032). MCD+NAC ve MCD+ADA grubu
arasinda total NASH skoru iyilesmesinde MCD+NAC grubu lehine istatistiksel olerek anlali
farklilik saptandi (p=0,037). MCD+NAC+ADA ve MCD+ADA gruplari karsilastirildig
zaman MCD+NAC+ADA grubu lehine istatistiksel anlaml: farklilik saptandi (p=0,007). Anak
sadece MCD diyet alan grup ile tedavi alan gruplar karsilastirildigi zaman NASH
histopatoloji skoru iyilesmesinde istatistiksel anlamli farklilik saptanmadi. Hepatosit
balonlagsmasina bakildigi zaman en yiksek deger MCD alan grupta 1,71+0,76, en dusUk deger
0,71+0,49 MCD+ADA+NAC alan grupta saptandi ve gruplar arasinda istatistiksel anlaml:
farklilik saptandi (p=0,015). Steatoz ve lobuler inflamasyona bakildigi zaman gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi. MCD+NAC ve MCD+NAC+ADA alan
gruplarda steatoz ve lobuler inflamasyonda MCD alan gruba gore istatistiksel olarak anlamli
olmayan dizelme izlemedi.MCD+ADA alan grupta ise steatoz ve lobuler enflamasyon
skorlar1 sadece MCD alan gruptan istatistiksel olarak anlamli olmayacak sekilde daha yiksek
saptandi. Histopatolojik bulgular resim 8’ de gosterildi.

B Hepatosit Balonlagsmasi

o Lobiiler inflamasyon
6, 7 0O Steatoz

6,1 O Fibrozis

B Toplam NASH Skoru

o
(0]

50

0,0

Histopatolojik Skor Ortalama
ORrRLrNW,kAAUIONO

Normal Diyet MCD MCD+NAC MCD+ADA MCD+NAC+ ADA
Gruplar

Sekil 15. NASH skorlari
MCD: Metionin kolin defisit, NAC: N-asetilsistein, ADA: Adalimumab
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Resim 8: Normal diyet alan grupta karaciger histopatolojik gorinimii (20X, H & E) (A). MCD diyet
alan grupta hepatosit balonlasmasi ve steatoz (20X, H&E) (B). MCD diyet alan grupta steatoz ve lobiler
inflamasyon (oklar lobiler inflamasyonu gosteriyor) (20X, H&E), (C).

MCD: Metionin kolin defisit, H& E: Hematoksilen-Eozin
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6-TARTISMA

Non-alkolik yagl karaciger hastaligi; NASH, fibrozis ve sirozdan yaglanmaya kadar
karaciger hasarinin genis bir spektrumunu kapsar. Hastaligin dogal seyrinde yalmiz NASH
olustugunda fibrozis ve siroza gidis gorilmektedir. NASH hem histolojik (steatohepatit) hem
de klinik kriterler (non-alkolik) olarak tammlanmustir.

NASH patogenezi komplekstir. Tlk hasar insiilin rezistansi ile baslar ve hepatosteatoz
gelisir. Steatohepatit icin ikinci hasar gereklidir. Burada oksidatif stres ile sitokinlerin
etkilesiminin kilit rol oynadigina inanilir. Oksidatif stres nikleer faktor kappa B’'y1  (NF-
kappa B) aktifler. Bu model hepatosit dejenerasyon ve 6limiine neden olarak proinflamatuar
sitokinlerin (TNF-a, TGF B, IL-6, IL-8) sentezini stimule eder. Metionin ve kolin defisit
(MCD) diyet VLDL sentezi icin gerekli olan fosfotidil kolin sentezini bozar. Fosfotidil kolin
eksikliginde serum trigliserid seviyeleri azalirken karaciger trigliserid seviyeleri artar. Sonug
olarak steatozda artis meydana gelir (5,6). MCD diyet glutatyon (GSH) ve S-adenozilmetionin
(SAMe) gibi hepatik antioksidanlar1 deplase eder (7). MCD diyet oksidatif defans
mekanizmalarimt baskilayarak oksidatif stresi artirr (8). Bu durum TNF-a ve diger
proinflamatuar sitokinleri indukler (9). Benzer mekanizmalarla non-alkolik yagli karaciger ve
instilin rezistansina yol acar. Bu yluzden MCD modelle yapilan ¢calismalar hepatik steatoz ve
steatohepatittin  patogenezinde (obeziteden bagimsiz olarak) oksidan stresin  6nemini
vurguladigi icin aydinlaticidir. Bu nedenle ¢alismamizda NASH modeli olusturmak icin MCD
diyet kullandik (2). MCD diyet ile beslenen farelerde aminotransferaz diizeyinde yikselmeler,
steatoz ile karakterize karacigerde histolojik degisiklikler, fokal inflamasyon, hepatosit
nekrozu ve fibrozis indiklenir. Bu hizli histolojik degisiklikler insan NASH' de gorulenlerle
morfolojik olarak benzerdir (10, 11). Bizim calismamizda da MCD diyet ile basarili bir
seklilde NASH modeli olusturulmustur.

Bizim ¢alismamizda alt1 hafta sonunda serum TNF-a seviyelerine bakildiginda ikinci
grup lehine istatistiksel olarak anlamli yuksek bulundu. Bu NASH modeli olusturdugumuz
grupta TNF-a seviyelerinin yikseldigini gostermekteydi.

Serum TGF B seviyelerine bakildigi zaman normal diyet alan ile sadece MCD alan
grup arasinda serum TGF B seviyeleri arasinda ikinci grup lehine istatistiksel olarak anlamli
farklilik mevcuttu. Bu bize NASH modeli olusturdugumuz grupta TGF B seviyelerinin
yukseldigini gostermekteydi.

Serum IL 6 seviyelerine bakildigi zaman normal diyet alan ile sadece MCD alan grup
arasinda serum IL 6 seviyeleri arasinda ikinci grup lehine istatistiksel olarak anlaml: farklilik
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mevcuttu. Bu bize NASH modeli olusturdugumuz grupta IL 6 seviyelerinin yukseldigini
gostermekteydi.

IL 8 seviyeleri ise MCD diyet alan grupta normal diyet alan gruba gore iki kattan
fazla ylkseldi ancak iki grup arasinda istatistiksel anlamli farklilik yoktu.

Biyokimyasal parametrelere baktigimizda normal diyet alan gruba gore MCD diyet
alan grupta AST ve ALT dizeylerinde normal diyet alan gruba yukseklikler saptandi ancak
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi. ALP dizeyinde normal diyet alan grupta
MCD diyet alan gruba gore istatistiksel olarak anlamli olmayan yukseklik saptandi. Yine
MCD grubunda total bilirubin, total protein ve albumin seviyelerinde istatistiksel olarak
anlaml1 derecede yiikseklik saptandh.

Histopatolojik incelemede normal diyet alan grupta total NASH skoru sifir olarak
bulundu. MCD grubunda histopatolojik olarak NASH olusumu gosterildi. NASH grubunda
fibrozis olusumu gorulmedi. NASH modeli icin kullandigimiz MCD diyetin daha 6ncei
calismalarda da gosterildigi gibi NASH olusumunda patogenezden sorumlu tutulan
proinflamatuar sitokinleri artirdigi ve NASH olusumunu basariyla sagladigim gostermis
olduk.

Thong-Ngam ve arkadaslarinin yaptig: bir ¢alismada, 6 hafta %100 yiksek yagl diyet
vererek olusturduklar: rat NASH modellerinde 20 mg/kg/giin peroral NAC' nin yiksek yagli
diyetle beslenen ratlarda antienflamatuar etki gosteren serum glutatyon seviyesini belirgin
sekilde arttirdig: ve steatoz, nekro-enflamasyon skorunu ise gerilettigi gosterilmistir (21).

Baumgardner ve arkadaslarinin yaptig: bir calismada da total enteral poliansature yag
nutrisyonu ile indiklenmis NASH'de 2 gr/g/gin NAC nin ALT, TNF-a mRNA,sitokrom
P450 2E1 dizeylerini azalttigi ve ayrica steatoz, total NASH skoru ve portal/lobuler fibrozisi
gerilettigi saptanmustir (18).

Gllbahar ve arkadaslarimin yaptig: bir calismada biyopsiyle kanitlanmis 11 NASH'li
hastanin ortalama 5,5 ay diyetle izleminden sonra serum AST, ALT ve GGT degerlerinde
duzelme olmadig1 gozlenmistir. Diyet sonrasi hastalara 1000 mg/giin NAC peroral tedavisi
uygulanmis ve serum AST, ALT ve GGT degerlerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde
geriledigi saptanms (142).

Bizim ¢alismamizda MCD diyet alan grup ile MCD+NAC alan grup arasinda serum
TNF-o seviyelerine bakildiginda NAC alan grupta TNF-a seviyelerinin baskilandigi ancak
istatistiksel olarak anlamli farkliligin olmadig: tespit edildi.
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NAC kolunda MCD koluna gére IL 6 ve TGF B seviyelerinde azalma saptandi. TGF
seviyesindeki azalmanin istatistiksel olarak anlami oldugu tespit edildi. IL 8 seviyesinin ise
diger gruplardan yuksek oldugu ancak istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edildi.

NAC alan grubun histopatolojik incelemesinde MCD alan gruba gore steatoz, lobliler
inflamasyon, hepatosit balonlasmasi ve toplam NASH skorunda dizelme oldugu ancak
istatistiksel olarak anlaml1 olmadig: tespit edildi.

MCD ve MCD+NAC alan gruplar arasinda biyokimyasal parametrelerde (AST, ALT,
ALP, bilirubin, albimin ve total protein) istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmagh.
AST ve ALT seviyelerinde NAC alan grupta bir miktar azalma mevcuttu.

Adalimumab ile NASH modellerde yapilmis bir c¢alisma bulunmamaktadir. Ancak
Schramm ve arkadaslarinin vaka bildiriminde romatoid artrit nedeniyle adalimumab
kullamilan NASH'li bir hastada AST, ALT ve GGT duizeylerinin normal seviyelere geriledigi
gordlmustdr (9). Bu makalede histopatolojik degerlendirme yapilmamustir.

TNF-a reseptorine baglanarak anti-TNF etki gdsteren monoklonal antikor infliximab
ile yapilmis calismalar bulunmaktadir. Koca ve arkadaslarimin yaptigi bir calismada ralarda
MCD diyet ile indiklenmis NASH’ de sekiz hafta 4 mg/kg infliximab uygulanms. Plaseboya
gore AST, ALT, TNF-a, TGF B dizeylerinin azaldigi, steatoz, lobuler inflamasyon ve
fibrozisin geriledigi saptanmustir (20).

Bizim calismamizda MCD diyet alan grup ile adalimumab alan grup arasinda serum
TNF-a seviyelerine bakildiginda adalimumab kolunda TNF-a seviyelerinin istatistiksel olarak
anlaml1 derecede baskilandig: tespit edildi.

Adalimumabin IL6, IL 8 ve TGF B seviyelerini baskiladigi ancak istatistiksel olarak
anlami derecede baskilanmanin sadece TGF  seviyesinde oldugu tespit edildi.

Adalimumab alan grupta MCD alan grup ile karsilastirildigi zaman sadece hepatosit
balonlasma skorunda diizelme mevcuttu ve bu dizelmesinin skorunda istatistiksel olarak
anlamli olmadigi saptandi. Adalimumab kolunda MCD koluna gore steatoz, lobuler
inflamasyon ve total NASH skoru bir miktar yuksek saptanmakla birlikte istatistiksel olarak
anlaml1 farklilik yoktu.

MCD ve MCD+ADA alan gruplar arasinda biyokimyasal parametrelerde (AST, ALT,
ALP, bilirubin, alblmin ve total protein) istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmagh.
AST ve ALP seviyelerinde bir miktar azalma mevcuttu.

MCD diyet alan grup ile ADA+NAC alan grup arasinda serum TNF-a, TGF B, IL 6
seviyelerinde ADA+NAC kolunda istatistiksel olarak anlamli derecede baskilanma tespit
edildi. IL 8 seviyesinde istatistiksel olarak anlamli1 olmayan baskilanma gbzlendi.
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Adalimumab+NAC alan grupta MCD alan grup ile karsilastirildigi zaman steatoz,
hepatosit balonlasmas: ve toplam NASH skorunda diizelme mevcuttu ve sadece hepatosit
balonlasmasindaki diizelmenin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi.

MCD ve MCD+ADA+NAC alan gruplar arasinda biyokimyasal parametrelerde (AST,
ALT, ALP, bilirubin, alblimin ve total protein) istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmadi. AST, ALT ve ALP seviyelerinde bir miktar azalma mevcuttu.

MCD+NAC ve MCD+ADA aan gruplar karsilastirilchgi zaman steatoz, lobuler
inflamasyon ve total NASH skorunun MCD+NAC grubunda daha fazla baskilandig: ve total
NASH skorundaki baskilanmanin istatistiksel olarak anlaml1 oldugu saptand:.
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7-SONUC VE ONERILER

Bizim calismamizda NASH modeli olusturdugumuz grupta belirgin sekilde yikselen
TNF-a, IL6, IL8 ve TGF [ seviyeleri adalimumab tarafindan IL8 hari¢ istatistiksel olarak
anlamli sekilde baskilanmistir. NAC ise sadece TGF B lehine istatistiksel anlamli olmakla
birlikte TNF-a, IL6, ve TGF B seviyelerini baskilamistir. Sitokin seviyelerindeki baskilanma
adaliumumab kolunda NAC koluna gore daha iyi oldugu ve TNF-a lehine istatistiksel olarak
anlaml1 oldugu saptanmustir.

NASH modeli olusturdugumuz grupta kontrol grubuna gére AST, ALT ve total
bilirubin seviyelerinde artma; total protein ve albumin seviyelerinde ise baskilanma
izlenmistir. Total bilirubin, total protein ve albuin seviyelerindeki degisimin istatistiksel
olarak anlamli oldugu tespit edilmistir. Adalimumab ve NAC'nin biyokimyasal
parametrelerde istatistiksel olarak anlamli olmayan diizelmeler sagladig: saptanmustur.

Adalimumab grubunda toplam NASH skoru istatistiksel olarak anlamli olmamakla
birlikte NASH modeli olusturdugumuz gruba gore daha yiksek saptand: ve sadece hepatosit
balonlasmasinda istatistiksel olarak anlamli olmayan dizelme gb6zlendi. NAC nin tim
histopatolojik bulgular1 dizelttigi ve toplam NASH skorundaki diizelmenin adalimumaba
gore istatistiksel olarak anlamli oldugu saptand.

Sonu¢ olarak bizim calismamiz TNF-a’min  baskilanmasiniin NASH  olusumunu
engellemedigi ve tedavide de etkisinin belirgin olmadigini ancak antioksidan etki gosteren N-
asetilsisteinin toplam NASH skorunu anti-TNF etki gosteren adalimumabdan istatistiksel
olarak anlaml1 derecede daha iyi baskiladigim gostermistir.

Bu da NASH patogenezinin multi faktoriyel oldugu ve NASH tedavisinde TNF-a
blokajimn sinirli yararlari oldugunu gostermektedir. Bu nedenle farkli mekanizmalari
baskilayan ajanlarin birlikte kullanimint ve patogenezi arastiran yeni ¢alismalarin yapilmasi
yararli olabilir.
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