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TGFb 1 : Transforming growth factor b 1
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1. GIRIS

Diinyada kronik hepatit C Viriis (HCV) seroprevalansinin yaklasik olarak
%3 yani toplamda 170 milyon oldugu tahmin edilmektedir. Degisik iilkelerde
hastaligin prevelans: ortalama %1,3-15 arasinda degismektedir (1, 2). Kronik
Hepatit B (KHB) ise ortalama olarak 400 milyon insanda goriilmektedir ve bu her
iki infeksiyon da karaciger sirozu ve karaciger kanserine neden olarak 6liime yol
acabilmektedir (3).

Alkolik olmayan yagli karaciger (NAFLD) hastalig1 siklig1 artmaktadir ve
toplumda yaklasik olarak %10-24 arasinda degismektedir (4). NAFLD, alkol
kullanimi olmadan makrovezikiiler yaglanmayla giden bir hastaliklar
spektrumudur.

Karaciger yaglanmasi, karacigerdeki yaglanmanin dagilimi, sekresyon
veya metabolize olmasi arasindaki dagilima bagli olarak meydana gelmektedir.
Hepatosit sitoplazmasinda agir1  lipid birikmesine bagli olarak karaciger
yaglanmas1 meydana gelmektedir. Karacigerde metabolize edilen yag dokusunun
tizerinde yag infiltrasyonu olmasiyla yaglanma meydana gelmektedir. Kronik
HCV infeksiyonunda karaciger yaglanmasi sik goriilmketedir ve bunun fibrozisin
ilerlemesiyle iliskili oldugu gosterilmistir (5). Kronik HBV infeksiyonunda ise
yapilan az sayidaki g¢aligmada karaciger yaglanmasinin normal populasyona
benzer diizeyde goriildiigii tespit edilmistir (6).

Karaciger fibrozisi, non-alkolik steatohepatit (NASH), kronik HCV ve

kronik HBV hastalarinda hastalik ilerledik¢e ve tedavisiz kaldik¢a artmakta bunda



degisik mekanizmalar yer almaktadir. Bu siirecte oksidatif stress, inflamasyon ve
degisik yolaklarin oldugu bilinmektedir.

Pinl proteini, PPlaz ve WW adli 2 bolimii olan ve izomerizasyondan
sorumlu olabilen bir proteindir. Yapilan bazi deneysel fare ¢alismalarinda Pinl
proteinin NASH hastaligina bagli gelisen steatozis ve fibroziste gorev aldigi
gosterilmistir (7). Ayrica basta Alzheimer olmak tizere degisik hastaliklarin
fizyopatogenezinde rolii oldugu bilinmektedir (8, 9). Bunun yanisira basta meme
olmak iizere bazi kanserlerin hem fizyopatogenezinde hem de progresyonunda
yeri oldugu diistiniilmektedir (10, 11).

Ayrica son zamanlarda yapilan deneysel bir ¢alismada bobrek fibrozisi
olusturulmus farelerde Pinl inhibisyonuyla fibrozisin geriletildigi gosterilmistir
(12).

Bu calismanm amaci serum PIN-1 proteinin diizeyinin saglikli kontrol
grubu, NASH ve kronik viral hepatit hastalarinda belirlemek, bu hasta gruplarinda
biyokimyasal ve histopatolojik degisikliklerle olan iligkisini degerlendirerek,
yaglanma ve fibrozisi tahmin etmede tanisal bir belirte¢ olarak kullanilip
kullanilamayacagin1 arastirmaktir. Pinl proteini, bu hastaliklarda daha Once
calisilmamistir.Bu hastaliklarin tanisi ve prognozundaki gosterge olabilme 6zelligi

acisindan hem klinik olarak 6nemli hem de 6zgiin bir ¢alismadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. NASH

Alkolik olmayan yagl karaciger, karacigerde hasara neden olacak diizeyde
alkol olmamasma ragmen histolojik olarak makrovezikiiler karaciger
yaglanmasiyla iligkili genis bir hastalik spektrumudur. Basit karaciger
yaglanmasindan inflamasyonun eslik ettigi steatohepatit ve fibrozise kadar

ilerleyebilen bir hastaliklar spektrumudur. Basit karaciger yaglanmast NAFLD’in

ana histolojik bulgusudur.

.
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Sekil 1. Basit steatozun histolojik bulgulari

Basit steatoz (yagli karaciger)’un histolojik ozellikleri. Karakteristik ozelligi diffiiz
makrovezikiiller steatozis. Glkojenize nukleuslar yaygin olarak goriilir (Hematoxylin ve eozin
H&E).



Normalde serbest yag asitleri ya barsaklardan emilerek ya da adipoz
dokunun yikimi sonucu karacigere gelirler ve trigliserid olarak depolanirlar.
Karacigerde yag asidi metabolizmasi siki kontrol altinda tutulmaktadir ancak
lipogenez arttig1 zaman karacigerde yag birikmesi yoniinde denge bozulmaktadir.
Artmis serbest yag asitleri degisik mekanizmalarla karacigere toksik hale
gelmektedir (13, 14). NAFLD, karaciger ile iliskili morbidite ve mortalite sebebi
olarak giderek artan bir sekilde taninmaktadir. 1980 yilinda Ludwig ve arkadaslar
alkol kullanmayan ancak karaciger enzim yiiksekligi olan orta yash hastalarin
karaciger biyopsilerinde alkolik hepatite benzer histolojik bulgular1 mevcut olan
karaciger hasarmi tanimlayan ‘“nonalkolik steatohepatit” (NASH) terimini
kullanmiglardir (15). NAFLD’in tanimlandigi spektrum, basit yagh karacigerden,
yagli degisiklilerle birlikte lobiiler inflamasyon, hepatoseliiler hasar, Mallory
cisimcikleri, ilerleyici fibrozis ile karakterize NASH’a kadar uzanmaktadir.
ABD’de NAFLD erigkin niifusun %20’sinde goriiliirken, steatohepatit %2-3’linde
goriilir (16). Karaciger yaglanmasi, lipidlerin karaciger agirliginin %5’inden
fazlasin1 olusturmasi veya histopatolojik incelemede hepatositlerin %5’°ten fazla
yag vakuolii igermesi olarak tanimlanir.

Ilerlemis NAFLD hastalarinda sik olarak goriilen fibrozis heniiz tam
olarak netlesmemis bir konudur. Karaciger fibrozisi Disse’nin subendotelyal
alaninda hepatic stellat hiicrelerinin aktivasyonu ve proliferasyonu sonucu
meydana gelir ve sonrasinda kollojen tip1-3°de i¢inde oldugu ekstraseliiler matrix

sekresyonu meydana gelir (17).



NASH diinya genelinde sikligi giderek artan, fizyopatolojisinde yasam
tarzi ve genetik faktorlerin 6nemli rol oynadigi karmasik bir metabolik durum
olan NAFLD’mn en ciddi formudur. Kronik karaciger hastaligi ve siroza
ilerleyebilmesinin yani sira obezite, diyabet, hipertansiyon, hiperkolesterolemi ve
hiperlipidemiyi kapsayan metabolik ve insiilin rezistans sendromu ile
kardiyovaskiiler hastaliklarla da ¢ok siki birliktelik gdstermesi bu hastaliin
Oonemini giderek arttirmaktadir.

Obezite, (Viicut Kitle Indeksi (VKI) >30kg/m?) NASH ile acikca
iligkilidir. Yagh karaciger prevalansi kilo alimiyla artar. Yagli karacigerin normal
kilolu kisilerdeki prevalansi %210-15 iken obezlerde %70-80’lere kadar
cikabilecegi bildirilmistir. Steatohepatit ise obez olmayanlarda yaklasik %3 iken,
morbid obezlerde bu oran %15-20’lere kadar ¢ikabilmektedir (4, 18, 19). Yagh
karaciger ve NASH tiim yas gruplarinda goriilebilir. En yliksek prevalans1 40-49
gibi orta yaslarda goriilebilmektedir. Onceleri kadinlarda daha sik goriiliirken son
zamanlarda kadin ve erkeklerde ayn1 oranda goriilmeye baslanmistir. NAFLD’ 1n
obezite, hiperinsiilinemi, periferik insiilin direnci, diyabet, hipertrigliseridemi ve
hipertansiyon ile karakterli metabolik sendromun hepatik komponenti oldugunu

gosteren kanitlar artmaktadir

2.1.1. Patogenez

NASH’in patofizyolojisi heniiz tam olarak aydmlatilamamigsa da, Day ve
James tarafindan gelistirilen ¢ift vurus teorisi en ¢ok kabul goren hipotezdir (20).

Bu teoriye gore ilk vurusda insiilin direnci gibi cesitli faktorlere bagli olarak



karacigerde yag depolanmasi artmakta ve saglikli karaciger steatotik hale
gelmektedir. Insiilin direnci ve hiperinsiilinemi periferik dokularda lipolize,
karacigere serbest yag asidi akisina ve karacigerde endojen yag asidi sentezine
neden olmaktadir. Artmis serbest yag asitleri de insiilin reseptor substratini
downregiile ederek insiilin direncine katkida bulunur. Karacigerde ise insiilin
serbest yag asidi sentezini arttirmanin yani siwra VLDL partikiillerinin
par¢alanmasi yoluyla da trigliserid depolanmasini arttirir ve sonugta steatoz
olusur. Bu yagh degisim organin ikinci vurusa karst duyarliligini artirmaktadir.
Ardindan oksidatif stres ve adipositokinler araciligi ile hepatosit hasari,
inflamasyon ve sonugta fibrozis gelisimi ile karakterize ikinci vurus
gerceklesmektedir. Artmis serbest yag asitleri lizozomlarin  zarlarinin
parcalanmasina ve TNF- o’nin uyarilmasina neden olur. Ayrica stokrom P450
enzimleri uyarilarak serbest oksijen radikallerinin {retilmesini arttirirlar. Serbest
yag asitleri peroxisomal proliferator-activated reseptor-alfa (PPAR- o)’nin
uyarilmasima neden olur. PPAR-a serbest yag asidi oksidasyonunu arttirirken
oksidatif stresi de arttirir. Bununla birlikte PPAR- o’nin karsinogeneze zemin
hazirladig1 da bilinmektedir. Yagh karacigerde mitokondrilerde ATP sentezinin
bozulmus oldugu da one siriilmektedir (21). Mitokondriler reaktif oksijen
radikallerinin esas hiicresel kaynaklaridir ve lipid peroksidasyonu, sitokin
uyartlmast ve Fas ligandinin uyarilmasi yoluyla steatohepatit ve fibrozisi
tetikleyebilirler (21).

Obezite, tip 2 diyabet mellitus, steatoz arasindaki iliski uzun zamandir

bilinmektedir. Insiilin direnci yagli karaciger gelisiminde en sik goriilen risk



faktorii olarak goriinmektedir. Hatta baz1 arastirmacilar yagh karaciger varliginin
insiilin direncinin ¢ok erken bir gostergesi oldugunu one siirmektedirler. Diyabet,
hiperglisemi ve glukoz intolerans1 yagl karacigerde sik goriiliir. Aslinda normal
glukoz toleransi olan zayif yagli karaciger hastalarinda dahi insiilin direnci ve
hiperinsiilinemi goriiliir. Karaciger insiilin direnci olan hastalarda siklikla fark
edilmeyen bir hasar yeridir. Bu tabloda kronik karaciger hasar1 genellikle sessiz
olarak ilerler. Kriptojenik siroz nedeniyle takip edilen hastalarda obezite ve
diyabet daha sik bulunmus ve bu da hastalarin 6nemli bir kisminda altta yatan

etyolojinin NASH olabilecegini diisiindiirmiistiir (22).

2.1.2. Histopatoloji

NAFLD’m bir komponenti olan NASH alkolik hepatitten histolojik olarak
ayrilabilir. Steatoz tiim hastalarda diffiiz veya oncelikle santral zonu etkileyecek
sekilde goriiliir. Steatoz derecesi hastanin VKI’s1 ile iligkili ve alkolik hepatitte
goriilenden daha ciddidir (23). Lobiiler inflamasyon, NASH’m ana histolojik
bulgusudur ve lenfosit, diger monositik hiicreler ve polimorfoniikleer 16kositlerin
infiltrasyonu ile karakterizedir (24). Glikojenize nukleus goriilebilir. Degisik
evrelerde hepatosit balonlagmasi ve nekrozu goriilebilir ve bunlarin varligi
hastaligin ciddiyetiyle iliskilidir (25, 26). Kiiciik, seyrek ve gbze carpmayan
Mallory cisicikleri sik olarak goriiliir. Hafif demir boyanmasi hastalarin yaklagik
olarak %50’sinde goriiliir. NASH tanis1 olan hastalarin %37-84’sinde periseliiler,
perisiinozoidal ve periportal fibrozis goriilebilmektedir. Fibrosis yaygmligi damar

etrafindaki hassas tellerin tutulumu veya hiicre gruplarinin tutulumu ile karakterli



hafif form olabilecegi gibi hepatik yapiy1 bozabilecek yogun fibrotik septalar ile
karakterize olabilir. En sik terminal hepatik ven etrafindaki zon 3’te goriilebilen
perisinuzoidal fibrozis en sik goriilen formdur (27). NAFLD tanis1 olan hastalarin
ilk biyopsisinde siroz goriilme sikligi ise %7-16 arasinda degismektedir. Siroz
gelisme riski ciddi obezitesi olan hastalarda daha yiiksek bulunmaktadir.
NAFLD’a bagh sirozda NAFLD’1n karakteristik histolojik 6zellikleri ya ¢ok az
veya hi¢ bulunmayabilir ve bundan dolay1 kriptojenik siroz olarak tanimlanmis

olur (28, 29).

Sekil 2. NASH histolojik 6zellikleri

Non-alkolik stetaohepatitin histolojik 6zellikleri. Diffiiz veya periveniiller makrovezikiiller
yaglanma goriilmektedir. Notrofil, lenfosit ve diger monosit hiicrelerden olusan lobiiler
inflamamsyon. Hepatosit balonlasmasi ve degisik derecelerde nekroz ana ayirict 6zelliklerdir.
Glikojenize nukleuslar goriilmektedir. Kiigiik, seyrek ve gdzden kagabilecek mallory cisimcikleri
goriilmektedir. (Hematoxylin ve Eosin).

2.1.3. Tam

NASH tanisi i¢in net histolojik tami kriterleri heniliz net olarak ortaya

konamamustir.



NAFLD tanist klinik ve histolojik kriterlere gére konur. Hastalarin biiytik
cogunlugu ya karaciger enzim yiiksekligi ve /veya karaciger biiyiimesi nedeniyle
arastirilmaktadir. NAFLD tanis1 asir1 alkol kullanimin olmadigi ve laboratuar
testleriyle diger karaciger hastaliklariin dislandigi durumlarda diistiniilmelidir.
Radyolojik caligmalar yagli karacigeri gosterebilir. Karaciger biyopsisi tani
konmasi i¢in altin standarttir ve NAFLD’1 basit yaglanmadan ayiran yegane
metoddur. Ancak fibrozisi gostermede kullanilabilecek girisimsel olmayan

metodlar ile ilgili ¢aligmalar devam etmektedir.

2.1.4. Karaciger biyopsisi

NAFLD tanis1 koymada karaciger biyopsisi tartigmali bir konudur. Birgok
otor NAFLD’in klinik ve laboratuar degerlendirmesiyle diger karaciger
hastaliklarinin dislamasiyla ile tani konabilecegini sOylemektedir. Karaciger
biyopsisi sonucuyla hastaligin tedavisinde herhangi bir degisiklik olmayacagi igin
biyopsi tiim hastalara Onerilmemektedir. En uygun yaklasim biyopsi sonucuna
gore tedavisi degisebilecek hastalarin se¢imi olarak goriilmektedir. Obez, uzun
veya kalic1 anormal karaciger biyokimyasal testleri olan, yasli hastalar, metabolik
sendromun bir¢ok komponentini tasiyan hastalar, AST/ALT>1 olmasi, ciddi
biyokimyasal testlerin yiiksekligi, portal hipertansiyon semptom ve bulgularin
olmasi1 veya goriintileme metodlariyla fibrozis varliginin goriilmesi ilerlemis
hastalikla iligkili olabilir ve bu grup hastalarda daha agresif tedavi protokolleri

uygulanabilir (26, 30).



2.2. HEPATIT C

2.2.1. Tanim ve epidemiyoloji

HCV genomu 9600 niikleotid iceren tek sarmalli RNA molekiilidiir.
Flaviviridea ailesine mensup olan kiigiik zarfl1 bir virtstiir. Alt1 ana HCV genotipi
ve 50’den fazla alt grubu tanimlanmustir (31). HCV, infekte olan hastalarin
yaklasik olarak %75’inde kronik hastaliga neden olabilir. Akut hepatitis C
asemptomatik oldugu i¢in klinikte nadir olarak goriliir. Yaklasik olarak %10
hastada sarilik goriilebilmekle birlikte %20-30 hastada halsizilik bulantt kusma
gibi non-spesifik semptomlarla ortaya ¢ikar. Kronik HCV, asemptomatik kronik
infeksiyondan siroz ve hepatoseliiler karsinomaya kadar farkli tablolarla karsimiza
cikan bir hastalik olmakla beraber karaciger dis1 (kriyoglobulinemi,
glomeriilonefritler vs.) patolojilere de neden olabilmektedir. Diinya genelinde
kronik hepatit, siroz ve HCC gibi karaciger hasarina bagli gelisen oliimlerin

yaklasik %35-70 gibi bir kismindan kronik HCV infeksiyonu sorumludur (32).

2.2.2. Etyopatogenez

HCV esas olarak kan yoluyla bulagan bir infeksiyon olmakla beraber
cinsel yolla veya daha az olarak da vertikal gec¢is yolu ile bulasabilmektedir.
HCV’ye ilk maruz kalindiktan sonra 1 ila 3 hafta igcinde HCV-RNA kanda
saptanabilir. Anti-HCV yanit1 ise 15 giin ile 3 ay i¢inde goriiliir. Periferik kanda
ve dendritik hiicrelerde HCV replikasyonu olabildigi gosterilmis olmakla birlikte
karaciger viral replikasyonun oldugu ana yer olarak goriilmektedir (33). Hepatosit

yiizeyine viriisun baglanmasindan sonra sitoplazma i¢ine giren HCV kilifindan
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ayrilir ve viral RNA serbestlesir. Sitoplazmada viral proteinlerin sentezinden
sonra HCV tekrar kana gecer veya komsu hepatositlere baglanir. Karaciger hasari
immiin yanit aracigiyla olmaktadir. Her ne kadar HCV enfeksiyonu sonrasi viral
temizlenme i¢in 6nemli olsa da immiin yanit ayn1 zamanda hepatosit yikimi ve
fibrozise yol acar ve virusun tamamen ortadan kaldirilmasi igin yeterli olmaz.
HCV’nin dogal seyri kisiden kisiye farklilik gostermekle birlikte irklar arasinda
da farkliliklar goriilebilir. Bazi1 hastalarda 15 yil iginde siroz gelisirken,
bazilarinda bu stire¢ 30 yila kadar uzar, bazilarinda ise higbir zaman bu sathaya
ilerleme olmaz. Bu siiregte yas ve cinsiyetin hastalik progresyonunda onemi
oldugu bulunmustur (34). Viral faktorler hem direkt viral proteinlere bagh hiicre
hasariyla, hem de neden olduklar1 immun yanitla karaciger hasarina neden olurlar.
Bagisiklik sistemi baskilanmis transplant hastalarinda karacigerde minimal bir
inflamatuar yanit goriilmesine ragmen yiiksek HCV RNA seviyeleri ile ciddi
karaciger disfonksiyonu goriilmesinin nedeni HCV’nin direkt sitopatik etkisine
baglidir ancak HCV infeksiyonunda esas mekanizma hiicresel immiin yanitin

uyartlmasidir (35).

2.2.3. Histopatoloji

Kronik HCV ile infekte olan hastalarin karaciger histopatolojik bulgular
minimal periportal lenfositik infiltrasyondan, kopriilesme fibrozisi, hepatosit
nekrozuyla seyreden aktif hepatite ve siroza kadar olan genis bir dagilim gosterir.
HCV’ye bagli hepatitte sinilizoidlerde daha sik lenfositoz, mallory cisimcikleri

bulunmasi, hafif derecede makro ve mikrovezikiiler steatoz, portal alanlarda
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lenfositik infiltrasyon goriilmekle beraber nekroinflamasyon ve fibrosis de

goriilebilen bulgulardir (36).

2.2.4. HCV ve Steatoz

Kronik HCV ile infekte olan hastalarin karaciger biyopsilerinde karaciger
yaglanmasinin yaklasik olarak %50 oraninda goriildiigii tespit edilmis ve bunun
HCV hastalarinin progresyonunda klinik takibinde yer alabilecegi tahmin
edilmektedir. Kronik Hepaitit C’de steatoz varliginin hem nekroinflamatuar
aktiviteyt hem de fibrozise ilerleme hizini arttirdigi saptanmistir. HCV’de
saptanan steatozun virlise veya konaga ait faktorlere bagli olabilecegi
diistiniilmektedir (37). Viral faktorlere bagli gelisen steatoz ile ilgili arastirmalarda
HCV’nin kor proteininin mikrozomal trigliserid transfer protein aktivitesini
engelleyerek karacigerin VLDL alim ve atilimin1 yonlendirdigi ileri siirtilmiistiir.
Viral yiik ile steatozun siddeti arasindaki iligki konusunda celigkili yayinlar
mevcuttur. Viral yiik arttik¢a steatoz siddetlenebilecegi gibi, bu viral yiikle ile

iliskinin saptanmadig1 ¢alismalar da mevcuttur (38-40).

2.2.5. HCV ve Fibrozis

Kronik Hepatit C’ye bagli siroz gelisimi yillarca siirebilen progresif seyirli
bir siiregtir. Pek c¢ok faktdr fibrozisin ilerlemesini etkileyebilmektedir. Iyi
tanimlanmig faktorler; erkek cinsiyet, uzun siire ve yogun (>50 g/giin) alkol
kullanimi, tan1 aninda hastalik yasi, yas (>50), HIV ile koinfeksiyon varlig1 ve

sismanliktir (37).
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Bazi ¢alismalarda karaciger histopatolojisinde steatoz varlii ve siddetinin
fibrozisin ilerlemesini hizlandirdig1 {izerinde durulmaktadir (37). Ozellikle
fibrozis varhginda viral yiik de yiiksek ise (HCV RNA > 3x10° eq/ml) fibrozis
skoru ve histolojik aktivite indeksi daha yiiksektir (41). Sismanlarda fibrozis
ilerleme hizini etkileyen faktorlerden en onemlisi insiilin direncidir. Hickman ve
ark.”1 VK1 yiiksek olan vakalarda insiilin seviyesinin yiiksek bulunmasini fibrozis
ile iliskilendirmislerdir (42). Glukoz yiiksekliginin hastalik yasindan bagimsiz
olarak fibrozis skorunu arttirdigini 6ne siiren ¢alisma da bulunmaktadir (43).

Hastalarin baz1 ozellikleri ile steatozis ve fibrozis arasinda iliskinin
arastirlldigit  bazi ¢alismalarda VKI, visseral obezite ile iliskinin varligi
saptanmugtir (37, 39, 40). Hastalarin tan1 anindaki yasi arttik¢a steatoz evresinin
daha yiiksek oldugu gosterilmistir (39). Steatoz evresi ile fibrozis evresi arasinda
ve histolojik aktivite indeksi arasinda korelasyon saptanmustir (37, 39, 40).
HCV’ye bagl kronik hepatitte insiiline bagimli olmayan diyabetes mellitus (DM)
varlig1 diger kronik hepatitlere oranla daha siktir. Narita ve ark.’ina gére hem
insiilin direnci hem de beta hiicre disfonksiyonu kronik HCV hastalarindaki
glukoz intoleransindan sorumludur (52). Bressler ve ark.’mma gore obezite,
(VKI>30) genotip ve siroz varligindan bagimsiz olarak tedaviye yamtsizlik igin
risk faktodriidiir (53). Baska bir ¢alismaya gore de kilo verme (hem VKI, hem de
bel ¢evresi dl¢limiindeki gerileme) tek basina ve genotipten bagimsiz olarak hem

steatozu hem de fibrozisi geriletmektedir (54).
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Sekil 3. HCV infeksiyonunda apoptozisin fizyopatolojik yolaklar1 goriilmektedir
(44).

HCV infeksiyonunda insiilin rezistansina neden olan steatozis, fibrozis, HCC, apoptozisin
fizyopatolojik yolaklari. NS3: Non striiktiirel HCV protein; Core: HCV proteini ¢ekirdegi; ROS:
Reaktif oksijen radikalleri; TG: Trigliserid; LPL: Lipoprotein lipaz; SOCS3: Sitokin siipressor tip
3 sinyali; IRS -12: Insiilin reseptor substrat tip 1 ve 2.

2.2.6. Tedavi
Kronik HCV ile infekte olan biitiin hastalar tedavi i¢in muhtemel aday
olarak degerlendirilmelidir. Transaminaz diizeylerinin tedavi karar1 vermede etkisi

yoktur. Kronik HCV hastalarinin %30’unda ALT seviyeleri siirekli olarak normal

kalir. Ancak ALT’si normal olan hastalarda yapilan karaciger biyopsilerinde %20
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oraninda kopriilesme fibrozisi veya siroz siireci oldugu saptanmistir (45).
Giliniimiizde kronik HCV infeksiyonunun bilinen en etkili tedavisi pegile-

interferon (Alfa 2a ve 2b) ile oral ribavarin kombinasyonudur.

2.3. HBV

2.3.1. Tanim ve Epidemiyoloji

Hepatit B diisiik prevelansli bolgelerde %0,1-2 arasinda goriiliirken yiiksek
prevelansli bolgelerde 9%10-20 arasinda goriilebilmektedir. Diinyada yaklagik
olarak 500 milyon HBV infekte hasta oldugu tahmin edilmektedir. HBV
infeksiyonu; akut hepatit, inaktif tasiyicilik, progressif kronik hepatit, karaciger
sirozu ve HCC seklinde goriilebilmektedir. Yilda yaklagik 1 milyon insan Hepatit
B viriistiniin neden oldugu son dénem karaciger yetmezligi veya HCC nedeniyle
Olmektedir. Diinyada karaciger nakillerinin %5-10’unun HBV’ye bagh karaciger
hastaligindan olustugu tahmin edilmektedir. HBV infeksiyonu yiiksek morbidite
ve mortaliteye neden olmasi nedeniyle hala ciddi bir halk saglig1 sorunu olmaya
devam etmektedir (46).

Hepatit B viriisii 3200 niikleotid uzunlugunda, yuvarlak ve kismen ¢ift
zincirli DNA genomuna sahip non-sitopatik bir virlistiir. Hepadna ailesinin
tiyesidir. Hepatit B viriisii sitopatik olmadig1 i¢in karaciger hasar1 hastanin viriise
kars1 verdigi immune yanita bagli olarak gelisir. Viriisiin temizlenmesi i¢in hem
hiicresel hem de hiimoral yanitin olmas1 gerekirken hiicresel immiinite hastalikta

etkilenmis kisimdir (47).
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2.3.2. HBV Infeksiyonunda Dogal Seyir

Hepatit B infeksiyonun 4 fazi oldugu tariflenmistir; immiin tolerans,
immiin klirens, inaktif tasiyic1 ve reaktivasyon. Perinatal donemde viriisii alan
hastalarda HBV DNA yiikii yiiksek olmasina ragmen biyokimyasal olarak aktif
hepatit bulgularini gostermezler ve HBV’ye immiin toleran olurlar. Farelerde
yapilan bir ¢alismada bunun nedeninin HBe Ag pozitifliginin immiin toleran faza
girmesine neden oldugu bulunmustur (48). Hasta immiinklirens faza gegctigi
zaman HBV DNA diizeyleri diiser, serum ALT diizeyleri yiikselir ve hepatik
histolojik aktivite artar. Bu faz uzun yillar siirebilir. Ugiincii fazda (inaktif HBV
tastyiciik) HBe’den Anti HBe’ ye serokonversiyon olur ve HBVDNA
diizeylerinde diisiis goriiliir bununla birlikte ALT diizeylerinde diislis olur ve
karaciger nekroinflamasyonu c¢oziiliir. Bu faz omiir boyu siirebilen bir fazdir
ancak bazi hastalarda ya spontan olarak veya immiin bagimli mekanizmalarla
HBVDNA diizeylerinde yiikselme olur ve HBe Ag diizeyinden bagimsiz olarak

serum ALT diizeylerinde yiikselme ile reaktivasyon meydana gelir (49).

2.3.3. Histopatoloji

Histopatolojik olarak kronik HBV iltihabi hiicre infiltrasyonu, hepatosit
olimti, atrofi, rejenerasyon ve fibrozisin bir kombinasyonudur (64). Etyolojide rol
alan faktorlerin belirlenemedigi donemlerde tiim kronik hepatitler yalniz
morfolojik o6zelliklerine gore smiflandirilmistir. Bu smiflamaya gore kronik
hepatitler, kronik lobiiler hepatit, kronik persistan hepatit, kronik aktif hepatit

olarak siiflandirilmistir (65, 66).
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Kronik Viral hepatitlerde goriilen temel lezyonlar

a) Portal inflamasyon: Akut hepatit olgularina gore daha yogun
mononiikleer iltithabi hiicre infiltrasyonu bulunmaktadir. Cogunlugu CD4+ T
helper lenfositler olusturmaktadir, arada plazma hiicreleri mevcuttur (50).

b) Interfaz hepatit: Portal iltihap ile birliktedir ve portal mesafelerin bag
dokusu smirindadir. Parankim ile portal alana ait bag doku sinirinda tek tek veya
grup halindeki hepatositlerin  kronik, ilerleyici hasar1 ve beraberinde
lenfohistiyositik iltihabi infiltrasyon olarak tanimlanabilir. Interfaz hepatiti
sonucunda hepatositlerde sisme, biiziisme veya sitoplazmik pargalanmayla ortaya
¢ikan biitlinliik kayb1 (apoptozis) gibi gelismelerin s6z konusu oldugu dejeneratif
degisiklikler gosterir (51). Interfaz hepatiti hafif, orta veya siddetli olabilir.
Cogunlugunu CD8+ supressor T lenfositleri olusturmaktadir (50).

c) Lobiiler hepatit ve konfluent nekroz; Cok sayida farkli alanda,
ozellikle santral vene yakin yerlesim gosteren ve fokal nekrozlardan daha ¢ok
sayida hepatositi etkileyen nekrozdur. Konfluent nekrozlar portal ve santral
yapilar arasinda birlesmeler yaparak vaskiiler yapilart baglayan kopriilesme
(bridging) nekrozlar gelistirir (52).

d) Fibrozis: Kronik hepatit olgularinda skar veya bag dokusu artisi
oncelikle portal stromanin artis1 ile meydana gelmektedir. Bunun yani sira
periveniiler ve periselliiler bag doku artist da olabilmektedir. Bu skar dokusu
santral ven ile komsu portal alan arasinda veya bir bagka santral vene dogru

uzanarak devamlik kazanabilir (53).
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2.3.4. Klinik Ozellikler ve Tan

Akut infeksiyon sonrasi 6 aydan uzun siireli HBsAg pozitifligi kronik
HBV’nin gostergesidir. Bu durumda viral replikasyon karacigerde devam eder ve
hem karaciger hem de kanda titresi degismekle birlikte viremi devam eder.
Hastalarin ¢ogu asemptomatiktir. Bir¢cok hastanin ileri evre kronik karaciger
hastas1 veya HCC olarak teshis edilmesi hastaligin sinsi ve ilerleyici yapisindan
kaynaklanir (54).

Serolojik tani, HBV infeksiyonunun spesifik tanisi viriise ait antijen ve
antikorlarin serolojik yontemlerle saptanmasina dayanir. Bu amacla HBsAg,
HBeAg, anti-HBs, antiHBe, antiHBc IgM, antiHB IgG serolojik olarak
saptanabilirken, HBcAg ise sadece hepatositlerde bulundugundan saptanamaz
(69). Serolojik testler akut ve kronik HBV infeksiyonunun ayrilmasinda,
infektivite degerlendirilmesinde, immiinite arastiritlmasinda ve dondr taramasinda

kullanilir (55).

2.3.5. Tedavi

Tedavinin primer hedefi HBV DNA diizeyinin karaciger hastaligi ile
iligkili diizeyin altina gelecek kadar siiprese edilmesi. Bu hedef ya interferon veya
nukleozid analoglar ile saglanabilir. HBe Ag pozitif kronik hepatit B hastalari
icin HBV DNA’nmn 10°kopya/ml (<20.0001U/ml) ve bu diizeyden daha diisiik
diizeylerde kronik HBe Ag negative hastalar i¢in saglanmaya galisilmaktadir.
Tedavide en 6nemli amag tedavi almaksizin HBV DNA diizeylerinin siiprese

olarak kalmasini saglamaktir. HBeAg serokonversiyonu da tedavide sonlanim
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noktalarindan biridir (56). Tedavi endikasyonlar1 serum HBV DNA seviyeleri,
serum aminotransferaz seviyeleri ve histolojik grade ve stage durumuna gore
belirlenir. HBV DNA seviyeleri 2000 IU/ml (10000 kopya/ml) ve/lveya ALT
degerleri normalin iist simirinin tizerindeyse ve karaciger biyopsisinde orta veya
ciddi nekroinflamayon ve/veya fibrozisin valigi tedavi endikasyonlarindandir
(57). Tedavide ayrica hastanin yasi, performansi, iilkelerin antiviral ajanlara

ulasilabilirlik durumlar1 da dikkate alinmalidir.

2.3.6. HBV ve Steatoz

Kronik HBV’de steatoz prevalansi ile ilgili az sayida c¢alisma olmakla
birlikte bu hasta grubunda steatoz prevalansi genel populasyonla benzer
bulunmustur. Steatozun varligi, metabolik sendrom tani kriterleri ve VKI ile
korele bulunurken, viral genotip ve viral yiikle iligkili bulunmamis ve hatta

steatozun fibrozisle de iliskisi bulunmamustir (6).

2.4. PIN-1 Protein

Pinl proteini, Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-interacting 1,
PIN1 geni tarafindan kodlanmaktadir. Baz1 organizmalarda hiicre boéliinmesinde
gorev almaktadir. Ayrica normal hiicrenin bazi hayati fonksiyonlarinda yer
almaktadir. Pin proteini 18 kDa biiyiikliigiinde, hiicresel lokalizasyonu olmayan
ve sinyalizasyonu bulunmayan bir proteindir. Ekspresyonu normalde hiicre
proliferasyonu ve hiicre yasamu ile iligkilidir. Pinl proteini PPlaz ve WW adl 2
boliimii bulunan bir proteindir. PPIaz boliimii karboksi terminalden olugmakta ve

izomerizasyondan sorumluyken, WW boliimii amino terminalinden olusur ve
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pSER ve THR pro motiflerine baglanan kisimdir. WW kismi birgok hidrofik
1zolosin, valin tirozin ve/veya fenilalanin veya arjinin ile lizin rezidiileri tarafindan

cevrilmistir (58, 59).

2

WW domain

PPlase Domain

Sekil 4. Pinl protein yapist

Pinl proteinin enzimatik aktivitesi iki basamakli bir siire¢ olarak islemektedir. WW kismi Pinl’in
hedef molekiile baglanmasini saglarken, PPlaz kisim ise substartin yapisinda izomerizasyona

neden olur (58, 60).

Proteinler igerisinde bulunan prolin residiielleri cis ve trans yapisal
baglarindan olusur ve prolyly cis-trans isomeraz (PPlases) intrinsic yapisal
degisiklikleri kontrol eder. PPlasesler 4 gruba ayrilir; siklofilinler, FK506-
baglayici proteinler, parvulinler ve yeni tanimlanan PP2A aktivatorii PTPA (61-
64). Parvulinler PIN-1 ve Pin-4 olusmaktadir ve NIMA kinaz ile etkilesime
girmektedir (5). Pin-1 fosforile olan Cdc 25’i inhibe etmekle beraber protein
stabilitesini ve timor siipresor geni p53’i kontrol ederek hiicre siklusunun
progresyonunda gorev alir (65, 66). Pin 1 T cell ve eozinofilleri aktive ederek
sitokin ekpresyonunda gorev almakla birlikte hem in vitro hem de invivo olarak T

cell ve eozinofil apoptozunda gorev almaktadir (67).
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Ayrica Pin-1 blokajinin, transforming growth factor b 1 (TGFb 1) ve
granulocytemacrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) iiretimini azalttig1
ve ayrica deneysel diizeyde inflamasyonu azalttigi gosterilmistir (68,69).
Farelerde yapilan bir ¢alismada Pinl blokaj1 yapan Juglone adli molekiiliin bobrek
fibrozisini azalttig1 gosterilmistir (12).

Gergekte Pin-1 diizeyi bir¢gok kanserde artmakla beraber malign
transformayonda yer almaktadir ayrica Pin-1 beyinde ve immiin yanitta kritik rol
almaktadir (70-75). Pin-1 Crtc 2’ye baglanarak karacigerde cAMP’in
transkripsiyonel ve glukojenik aktivitesini baskilar (76). Ayrica Pin-1 ana insiilin
reseptOr substrati olan IRS-1 ile iligkiye girerek insiilin bagimli metabolik olaylari
arttrir  (77). Pin-1 pre-adipositlerin  matiir adipositlere doniisiimiinde yer
almaktadir ancak bunun mekanizmast heniiz bilinmemektedir. Pin-1’in
beslenmedeki gorevi diigiiniildiigiinde besin durumu da goze alindiginda
fizyolojik olarak faydali olabilecegi sonucu ¢ikmaktadir (77). Pin-1 ayrica
inflamatuar siiregte gorev alan NF-kB and IRAK1 gibi sitokinlerin aktivasonunda

da gorev almaktadir (78-81).

21



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hastalar

Bu prospektif klinik c¢alismaya Ocak 2010-Temmuz 2013 tarihleri
arasinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji boliimii tarafindan takip
edilen hastalar alinmistir.

Kronik HCV infeksiyonu tanisi, anti HCV pozitif, HCV-RNA pozitifligi
ve uygun histopatolojik lezyonlarin varligiin gésterilmesi ile konuldu

Kronik HBV tanisi, HbsAg, antiHBs, antiHBc IgG, HbeAg, AntiHBe,
HBV DNA, AST, ALT testleri yapilarak ve uygun histopatolojik lezyonlarin
varhigmin gosterilmesi ile konuldu. Kronik hepatit B hastalar1 HbeAg negatif
hastalar arasindan secildi. Alti aydan uzun siiren HbsAg pozitifligi, HbeAg
negatifligi, antiHbe pozitifligi olan, serumda HBV DNA > 10° kopya/ml olan
hastalara HbeAg negatif kronik hepatit B tanis1 konuldu.

NASH hastaligi tanis1 ise, alti aydan uzun siiren karaciger enzim
yiiksekligi nedeniyle yapilan abdominal ultrasonografik goriintiillemelerde en az
grade 1 steatoz varligmin gosterilmesi ve karaciger biyopsisi yapilarak
dogrulandi. NASH disindaki karaciger hastaliklarinin ekarte edilmesi icin viral
hepatit belirtegleri (Anti HAV IgM, AntiHAV IgG, HbsAg, antiHBs, antiHBc
Igm, antiHBc IgG, HbeAg, AntiHBe, anti HCV), otoimmiin belirtegler, metabolik
hastalik parametreleri (seriiloplazmin, demir, demir baglama kapasitesi, ferritin,

alfa-1 antitripsin), TSH bakildi.
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Kronik HBV-HCV ve NASH igin ¢alismaya alinma kriterleri;

Daha 6nce bu hastaliklar i¢in tedavi almamis olmak

18-100 yas araliginda olmak

Ciddi alkol kullanim hikayesinin olmamasi

Birlikte ciddi komorbid kronik hastaliklarimin (malignite, kronik
bobrek hastaliklari, KOAH, HIV, konjestif kalp yetmezligi, otoimmiin
hastaliklar, vs.) olmamast

Stirekli ilag alim Oykiisiiniin (Ostrojen, kortikosteroid, amiodarone,

lipid diisiiriicii ajan vs.) olmamasi

Kronik HBV-HCV ve NASH igin ¢alismanin dislama kriterleri

HBV ve konkomitant HBV + HCV infeksiyonu

Anti HDV pozitifligi

HIV pozitifligi

HbeAg pozitif kronik hepatit B hastalar1

Otoimmiin karaciger hastalig

Yetersiz karaciger ornekleri i¢eren biyopsi materyali

Dekompanze kronik karaciger hastaligi bulgular1 olmasi (asit veya asit
oykiisli, varis kanamasi1 Oykiisli, hepatik ensefalopati, karaciger
yetmezligine bagl sarilik dykiisii)

Kontrolsiiz DM &ykiisiiniin olmas1

Tiim hastalardan standart protokole gore hikaye alindi ve fizik muayene

yapildi. Hastalarin demografik bilgileri kaydedildi. Hikayede alkol kullanimi ve

ilag Oykiisii sorgulandi. Tiim hastalardan karaciger biyopsisi yapildigi giin
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yaklasik 8-12 saatlik aglik sonrasi es zamanli sabah alinan kandan ayrilan
serumda AKS, aclik insiilin, total kolesterol, LDL, HDL, trigliserid, VLDL, AST,
ALT, ALP, GGT, Pimnl diizeyleri i¢in kan alindi. Karaciger biyopsisi yapildigi
giine ait boy ve kilolar1 kaydedilerek VKI (kg/m?) degerleri hesaplandi.

Kontrol grubunu, herhangi bir kronik hastaligi olmayan, siirekli ilag
kullanim Oykiisii olmayan goniilliiler olusturdu. Kontrol grubu HbsAg ve anti
HCV negatif, giinliik alkol tiiketimi 20 g/giin altinda olan, karaciger fonksiyon

testleri ve ultrasonografi bulgulari normal olan bireylerden olusuyordu.

3.2. Serum PIN-1 Diizeyinin Ol¢iilmesi

Calisma sirasinda daha once ayrilan serum orneklerinde PIN 1 diizeyi
ticari olarak mevcut olan bir enzim bagli immiinosorbant asey (ELISA) kiti
(Human Protein (peptidylprolyl cis/trans isomerase) NIMA-interacting 1 (PIN 1)
ELISA kit; CUSABIO, Wuhan Hi-tech Medical Devices Park, Building B11,
#818 Gaoxin Road, Donghu Hi-Tech Development Area, Wuhan, Hubei Province
430206, P.R.China, katalog numarasi: CSB-E11308h) ile iiretici firma talimatlar
dogrultusunda asagida anlatildig: sekilde ¢aligildi:

Kullanilan ticari PIN1 ELISA kiti, bir kantitatif sandvi¢ enzim
immunoaseydir. Kit igerisinde bulunan mikroplak PIN1’a 6zgiil bir antikorla
onceden kaplanmistir. Kullanilan ELISA kitinin insan serumunda PIN1 6l¢iimii
icin sensitivitesi (<0,39 pg/ml) ve spesifisitesi son derece yiiksektir; PINI1 ile

bagka analoglar1 arasinda anlamli ¢apraz-reaktivite veya interferans
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gbézlenmemistir. Intra-asey dogrulugu CV%<%8 ve inter-asey dogrulugu
CV<%10 olarak bildirilmistir. Kitin 6l¢iim aralig1 1,56-100 pg/ml’dir.

Calisma baglamadan o©nce tiim serum Orneklerinin oda sicakliginda
¢Oziilmesi beklendi, sonra her 6rnek 15 saniye vortekslenerek homojenize edildi.
Calisma baslamadan 30 dakika once kullanilacak ELISA kitinin tiim igeriginin
oda sicakligina gelmesi saglandi.

Calismaya baslamadan once tiim ¢alisma cozeltileri uygun sekilde
hazirlandi:

Kit igerisinde “100X biotinle isarctlenmis anti-PIN1 antikoru”
bulunuyordu, vial agilmadanénce vortekslenerek homojenize edildi; her 10 pl
antikora 990 pl Dbiotin-antikor ¢oziiciisii (diluent) eklenerek “1X biotinle
isaretlenmis anti-PIN1 antikoru” elde edildi ve ¢alismada kullanildi.

Kit igerisinde “100X avidin-igaretli HRP” bulunuyordu, vial
acilmadanonce vortekslenerek homojenize edildi; her 10 pl antikora 990 pl HRP-
avidin ¢oziictisii (diluent) eklenerek “1X avidin-igsaretli HRP” elde edildi ve
calismada kullanildi.

Otomatik ELISA yikayicisinda kullanilacak olan 1X yikama tampon
cozeltisi (Wash buffer) hazirlamak igin kitle birlikte saglanan 25X yikama tampon
¢ozeltisinin i¢indeki kristaller tamamen ¢o6ziinlinceye kadar yavasca karistirilds,
daha sonra 20 ml 25X yikama tampon ¢ozeltisine 480 ml deyonize distile su
eklenerek 1X yikama tampon ¢ozeltisi hazirlandi ve calismada kullanildi.

Kit iceriginde saglanan standard viali kullanilmadan 6nce 30 saniye

vortekslendi, daha sonra 1,0 ml 6rnek ¢oziicii (sample diluent) eklenerek sivi hale
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getirildi, tekrar 15 saniye vortekslenerek homojenize olmasi saglandi. Hazirlanan
stok standardin (S7) final konsatrasyonu 100 pg/ml idi. 6 tane 10 ml’lik
polipropilen tiip alindi, her birine 250 ul 6rnek ¢oziicii eklendi, hazirlanmis stok
standarttan 1.tlipe (S6) 250 pl aktarildi (konsantrasyon 50 pg/ml), mikropipetle
homojenize edildikten sonra 1.tiipten 2.tiipe (S5) 250 ul aktarildi ve béyle devam
edildi: Boylece 2. tipiin (S5) konsantrasyonu 25 pg/ml; 3.tipiin (S4)
konsantrasyonu 12,5 pg/ml; 4.tiipiin (S3)konsantrasyonu 6,25 pg/ml; 4.tiipiin (S2)
konsantrasyonu 3,12 pg/ml ve 5.tiipiin (S1) konsantrasyonu 1,56 pg/ml oldu.
6.tlipe (SO) aktarim yapilmadi, sadece 6rnek ¢oziicii igerdigi i¢in bos/kor (blank)
olarak kullanild1 ve PIN1 konsantrasyonu 0 pg/ml olarak kabul edildi.

Calisma Basamaklari:

1. Iclerindeki PIN1 miktar1 bilinen standardlar ve &rnekler uygun
kuyucuklara mikropipetle 100 pl/kuyucuk aktarildi. Mikroplaktaki 1. Strip
standartlar i¢in kullanildi: A1’e S6’dan, B1’e S5’ten, C1’e S4’ten, D1’e S3’ten,
El’e S2’den, F1’e SI’den, G1’e S1’den ve HIl’e ise S0’dan (blank) 100
ul/kuyucuk aktarildi.

2. Mikroplagin tzeri kit igerisinde saglanan yapiskanli strip ile
kapatikdiktan sonra %5 COg’li, su ceketli enkiibatorde 37°C’da 2 saat enkiibe
edildi. Bu siire zarfinda standartlarin ve orneklerin igerisinde bulunan PIN1
mikroplagi kaplayan anti-PIN1 antikorlara baglanda.

3. Enkiibasyondan sonra yikama yapilmayarak kuyucuklardaki sivilar
aspire edildi ve her kuyucuga 100 pl 1X biotinle isaretlenmis anti-PIN1 antikor

ilave edildi.

26



4. Enkiibatorde ayni sekilde 37°C’da 1 saat enkiibe edildi.

5. Kuyucuklarin igerigi aspire edildikten sonra otomatik ELISA
yikayicist ile 200ul/kuyucuk seklinde yapilan ayarlama ile 1X yikama tampon
¢oOzeltisi ile 3 kez yikama yapildi. Son yikamadan sonra mikroplak ters cevrilip
kurutucu kagit havlular iizerine ¢irpilarak igerisinde hi¢ s1vi kalmamasi saglandi

6. Yikama sonrasi, sinyalizasyonu artirmak i¢in 1X “avidin isaretli
Horseradish Peroxidase (HRP) enzimi” kuyucuklara eklendi ve mikroplagin tizeri
yapiskanli strip ile kapandi.

7. Yine 37°C’da 1 saat enkiibasyon yapild.

8. Enkiibasyon sonrasi yukarida anlatildigi ekilde ancak 5 kez yikama
yapildi.

9. Daha sonra her kuyucuga 90ul of TMB Substrati eklendi.

10. Mikroplak 1siktan korunarak 37°C’da 15-30 dakika enkiibe edildi.

11. Renk degisimi go6zlenen plakta reaksiyon 50ul/kuyucuk Stop
(durdurma) Soliisyonu eklenerek durduruldu, bu esnadan mikroplagin kenraina
hafifce parmakla vurularak stop soliisyonunun kuyucuklarda iyice karigmasi
saglandi.

12. Reaksiyon durudurulduktan sonra 5 dakika igerisinde, mikroplak
kuyucuklarinda olusan renk degisimi otomatik ELISA okuyucusunda 450 nm
dalga boyunda (referans filter 540 nm dalga boyunda olmak iizere)
spektrofotometrik olarak degerlendirildi ve her kuyucuga ait optik dansiteler (OD)

olgtildii.
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13. Konsantrasyonlar1  bilinen standartlara ait kuyucuklarn OD
degerlerinden yararlanarak, Microsta isimli bilgisayar tabanli bir istatistik
programi kullanilarak, regresyon-korelasyon analizi yapilarak orneklerin OD
degerlerinden PIN1 konsantrasyonlar1 hesaplandi. Bu hesaplamalarda H1

kuyucugundaki S1 (blank) konsantrasyonu 0 (sifir) olarak alindi.

3.3. Karaciger Biyopsilerinin Degerlendirilmesi

Karaciger biyopsisi, hastalara 16 gauge Hepafix igne kullanilarak, gece
achigint takiben lokal sedasyon verilerek ultrasonografi esliginde tecriibeli
klinisyen tarafindan yapildi. Biyopsi 6rneklerinde en az 12 adet portal alan iceren
ve en az 15mm uzunlukta olan ornekler calismaya dahil edildi ve bagimsiz
tecriibeli tek bir hepatopatolog tarafindan degerlendirildi. Tiim biyopsi drnekleri
fikasayon amaciyla formalinli solusyona alind1 ve parafin bloklara gomiildii. Seri
kKesitler (4mm araliklarla) kesilerek Hematoksilen Eozin (H&E) ve Masson
Trikrom ile boyandi.

Tiim NASH olan hastalarin karaciger biyopsileri Brunt skorlama sistemi
kullanilarak skorlandi.

NASH’ta NAFLD aktivite skoru (NAS) skorlamas1

Steatoz skoru:

— 0: <5%(normal)

— 1: 5-33%(hafif)

— 2: >33-66%(orta)

~ 3: >66%(siddetli)
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Inflamasyon skoru

—0: yok

—1: < 2 foci/HPF

— 2: 2-4 foci/HPF

— 3: > 4 foci/HPF

Balonlasma skoru

—0: yok

-1:az

— 2: ¢ok or 6nemli diizeyde
toplamda 0-8 arasinda degismektedir. NAS skoru 0-2 olan hastalar basit steatoz,
3-4 olanlar sinirda steatohepatit ve NAS skoru > 5 olan hastalar kesin
steatohepatit olarak kabul edildi (82). Fibrozis evrelemesi Brunt skorlamasina
gore;

— 0 = fibrozis yok

— 1: Zone 3 perisinuzoidal fibrozis

— 2: Zone 3 perisinuzoidal fibrosis ve periportal fibrozis

— 3: Kopriilesme fibrozisi

—4: Siroz olarak degerlendirildi (83).

Kronik HBV-HCV ile infekte hastalarda karaciger Dbiyopsilerinin
degerlendirilmesinde Ishak skorlama sistemi kullanildi (84). Buna gore
nekroinflamatuar aktivite skoru (NIA) 0-18 (portal inflamasyon 0-4, interfaz
hepatiti:0-4, konfluen nekroz:0-6, fokal nekroz:0-4) ve fibrozis skoru 0-6 olacak

sekilde bagimsiz bir patolog tarafindan degerlendirildi.
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Hem kronik viral hepatitlerde hem de NASH hastalarinda hepatik
steatozun derecelendirilmesi yag damlaciklar1 igeren hepatosit yiizdesine gore
degerlendirildi. Buna gore; grade 0: < %5 steatoz, grade 1: hafif %5-33, grade 2:

orta %33-66, grade 3:ciddi > %66 olarak kabul edildi.

3.4. Etik Kurul

Calismaya katilan biitiin hastalara ve saglikli kontrollere ¢alisma hakkinda
detayl bilgi verildi ve bilgilendirilmis onam formu imzalatildi. Calisma i¢in Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kuruluna basvurularak 24.06.2013 tarihli

toplantida 12 karar numarasi ile onay alindu.

3.5. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS versiyon 18 yazilimi kullamlarak yapildi.
Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gérsel (histogram ve olasilik grafikleri)
ve analitik yontemler (Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk testleri) kullanilarak
incelendi. Tanimlayict analizler normal dagilmayan ve ordinal degiskenler i¢in
frekans tablolar1 kullanilarak verildi. Serum Pin-1 diizeylerinin normal dagilim
gostermemesi nedeniyle gruplara arasinda karsilastirmak i¢in Kruskal-Wallis testi
kullanildi. Ikiserli karsilastirmalar Mann-Whitney U testi kullanilarak yapildi ve
Bonferroni diizeltmesi kullanilarak degerlendirildi. Dort grup arasinda yapilan
karsilagtirmalarda p<0,0125 anlamli olarak kabul edildi. Her iki degisken de
normal dagildiginda korelasyon katsayisi ve istatistiksel anlamliliklar Pearson
testi ile hesaplandi. En az biri normal dagilmayan ya da ordinal olan degiskenler

arasi iligkiler i¢in korelasyon katsayilar1 ve istatistiksel anlamliliklar Spearman
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testi ile hesaplandi. NASH hastalarinda ileri fibrosis varligini tahmin etmede
univariate analizde anlamali ¢ikan faktorler sonrasinda multivariate analize alindi
ve faktorlerin bagimsiz risk faktorii olup olamayacaklari analiz edildi. Istatistiksel

anlamlilik i¢in tip-1 hata diizeyi %5 olarak alindu.
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4. BULGULAR

Icleme ve dislama kriterlerine uygun olan 55 NASH, 66 kronik HCV, 28
Kronik HBV hastasi ve 29 saglikli kontrol olmak {izere toplam 178 vaka alindu.
Sirastyla NASH hastalarinin %60°1, kronik HCV hastalarinin %62,1°1, kronik
HBYV hastalarinin %40°1 ve kontrol grubunun %681 kadin cinsiyetti ve ccinsiyet
acisindan gruplar arasinda istatistiksel analmali farklilik yoktu P = 0,12.
Gruplarmin  VKI’leri karsilastirildiginda NASH, HCV, HBV ve kontrol
gruplarinda sirasiyla 30,07+4,28, 27,1+ 3,99, 26,21 £2,85, 26,67 + 4,51 olarak
bulundu ve P < 0,001 olarak tespit edildi. Gruplarin yas ortanca degerleri sirasiyla
50 (25-71), 56 (34-75), 46 (21-729, 43 (25-69) olarak bulundu ve bu fark
istatistiksel olarak anlamliydi P < 0,001. Hasta gruplar1 ve kontrol grubunun

demografik 6zelliklerinin karsilastirilmasi Tablo 1°de gosterilmektedir.

Tablo 1. Hasta ve kontrol gruplarmmin  demografik/klinik  6zelliklerinin
karsilastirilmasi
Degiskenler NASH HCV (N=66) HBV Kontrol P
(N=55) (N=28) (N=29)
Cinsiyet E/K | 22/33 25/41 17/11 9/20 0,12
yas 50 (25-71) | 56 (34-75) | 46 (21-72) |43 (25-69) | <0,001
bmi 30,07+ 4,28 | 27,1 £3,99 26,21+ 2,85 | 26,67 +4,51 <0,001

Hasta gruplarinin ve kontrol grubunun karaciger enzim diizeyleri
karsilagtirildiginda ALT, AST ve GGT diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunurken P < 0,001, ALP degerleri gruplar arasinda
karsilagtirildiginda anlamli fark bulunamadi P = 0,083. Ayrica hasta gruplar ve

kontrol grubu arasinda kan degerleri karsilastirildiginda Hb, trombosit sayisi ve
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beyaz kiire sayilari karsilastirildiginda istatistiksel farklilik oldugu bulundu her ii¢
parameter i¢in P<0,001 olarak hesaplandi. Serum Pin-1 diizeylerinin kontrol
grubunda diger ti¢ gruptan diisiik oldugu bulundu. Serum Pin-1 protein diizeyleri
gruplar arasinda karsilastirildiginda NASH grubunda 43,56+ 20,88, HCV
grubunda 35,72+14,33, HBV grubunda 27,79+ 11,69 ve kontrol grubunda 27,11+
7,07 bulundu ve istatistiksel anlamli fark oldugu tespit edildi P < 0,001.
Bonferroni diizetlmesi ile ikili gruplar karsilastirildiginda; HBV-kontrol
gruplarinda P = 0,64, kontrol-HCV gruplari arasinda P = 0,003, kontrol-NASH
gruplart P < 0,001, HBV-HCV arasinda P = 0,017, HBV-NASH arasinda P <
0,001 ve HCV-NASH grupalr arasinda da P = 0,05 olarak bulundu. Gruplar
arasinda karaciger enzim diizeyleri, kan degerleri ve serum Pin-1 diizeylerinin

karsilastirilmalar1 Tablo 2°de gosterilmektedir.

Tablo 2. Hasta ve kontrol gruplarinin serum Pin-1 ve kan degerlerinin

karsilastirilmasi
Degiskenler | NASH(N=55) | HCV (N=66) | HBV (N=28) | Kontrol |P
(N=29)

Pin1 43,56+ 20,88 35,72+14,33 27,79+ 11,69 27,11+ 7,07 <0,001
Hemoglobin 13,94+ 1,62 13,05 £1,61 14,85+ 1,71 14,18 £1,32 <0,001
Trombosit 232,87+ 77,98 188,76+75,23 200,214+42.41 | 239,42+ 65,80 | <0,001
Beyaz kiire 7458,56= 2183 5929,68+2325 6581+ 1831 6766 £2406 <0,001
ALT 60,79+ 56,97 47,83 £31,2 35,32 +25,85 20,86+ 7,34 <0,001
AST 55,7+ 42,51 48,38+ 42,39 32,64+ 22,80 20,39+ 5,23 <0,001
ALP 106,24 +£67,26 104,14+62,25 81,14+ 22,02 82,75+ 34,93 0,083
GGT 79,94 +£71,8 64,35+ 44,5 26,9 £18,52 20+ 28 <0,001

Bonferroni diizeltmesine gore P < 0,0125 igin sonuglar istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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Serum Pin 1 diizeylerinin gruplar arasinda karsilagtirilmast Sekil 5°te

gosterilmistir.

100,00

80,00

60,00~

PIN1

40,007

20,007

-

T T T
kartrol hepatit b hepatt c nash

0,004

tani

Sekil 5. Hasta ve kontrol gruplarinin serum Pin-1 diizeylerinin karsilastirilmasi

Kronik hepatit gruplari, NASH ve kontrol gruplarinin lipit profil diizeyleri
karsilastirildiginda kronik hepatit gruplarinda degerler diisiik olmasina karsin
NASH hastalarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu bulundu P
< 0,01 Ancak HDL diizeyleri arasinda istatistiksel fark olmadig: tespit edildi P =

0,08. Gruplarin lipid profil degerlerinin karsilastirilmasi Tablo 3’te gosterilmistir.
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Tablo 3. Gruplar arasinda lipid profillerinin karsilastiriimasi

Degiskenler | NASH HCV HBV Kontrol P

Total 197,97+£39,82 171,76+47,37 169,66+32,39 201,84+36,13 0,002
kolesterol

HDL 43,50+ 10,24 50,78+ 26,39 41,52+ 8,74 48,23+9,29 0,082
LDL 120,79+29,64 95,89+ 43,62 105,67+26,93 121,20+29,84 0,001
VLDL 33,25 +15,47 25,38+ 11,40 21,88+ 11,93 28,72 £16,53 0,03
TG 171,18+ 76,22 128,93+ 70,70 | 109,95+ 59,42 147,77+ 79,52 | <0,001

Serum Pin-1 diizeylerinin NASH grubunda NAS skoru, steatozis, lobiiler

inflmasyon, balonlagsma ve fibrozis skorlartyla iliskileri aragtirildiginda sirasiyla P

<0,01, P<0,01, P=0,02, P <0,01 ve P < 0,01 olarak tespit edildi ve tiimiiyle

istatistiksel olarak anlamli iligki oldugu goriildii. Pin-1 diizeyi ile NASH

hastalarinin histopatolojik 6zelikleri arasindaki iligkiler Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4. NASH hastalarinda serum Pin-1 diizeyi ile histopatolojik 6zellikler

arasindaki iliskiler

*

Degiskenler r P

NAS 0,382 <0,01
Steatoz 0,707 <0,01
Lobiiler inflamasyon 0,314 <0,01
Balonlasma 0,364 <0,01
Fibrotik skor 0,511 <0,01

“r degeri: spearman korelasyon katsayisi; NAS: nonakolik yagh karaciger aktivite skoru
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Kronik HCV ve HBV hastalarinda nekroinflamatuar aktivite indeksleri ve
fibrotik skorlarin hastalarin serum Pin-1 diizeyleri ile iligkileri arastirildiginda
hem NIA hem de fibrozis skorlariyla iliskili oldugu goriildii. Serum Pin-1
diizeyleri ile kronik hepatitlerin histopatolojik 6zellikleri ile iliskisi Tablo 5’te

gosterilmistir.

Tablo 5. HCV-HBV hastalarimin histolojik ozellikleriyle serum Pinl diizeyi

arasindaki iliski

Degiskenler HCV HBV
0,506 0,312
NIA
<0,01 <0,01
0,438 0,310
FE
<0,01 <0,01

“r: Spearman korelasyon katsayisi; NIA: nekroinflamatuar aktivte; FE: fibrotik evre

NASH hastalarinda fibrozis gruplarina gore hastalar hafif derecede fibrozis
olanlar, fibrozis skorlar1 0 ve 1 olanlarin sayisi (n=33) ve ileri fibrozisi olan
hastalar yani fibrozis skorlar1 2-4 olan hastalar gruplandirilip istatistiksel analizler
yapildiginda sirastyla 34,92 +17,92, 56,53+ 18,40 P < 0,01 ve heriki grup arasinda
istatistiksel anlamli fark oldugu tespit edildi.

NASH hastalarinda ileri fibrozisin tahmin edilebilirligi arastirildiginda
univariate lojistik regresyon analizinde anlamli ¢ikan trombosit sayisi, Serum Pin-
1 protein diizeyi ayrica fibroziste etkili olabilecek cinsiyet ve yas faktorleri

multivariate analize ile degerlendirildiginde Pin-1 diizeyinin tek basina fibrozisi
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tahmin etmede bagimsiz faktor olabilecegi istatistiksel olarak goriildii OR: 1,051,

Cl %95 (1,013-1,090) P < 0,01. Fibrozisi tahmin etmede bagimsiz degisken olma

ihtimalleri yoniinden Univariate ve Multivariate analiz sonuglar1 Tablo 6 ve Tablo

7’de gosterilmistir.

Tablo 6. NASH hastalarinda ileri fibrois igin Univariate analiz sonuglari

Degiskenler OR Cl %95 P
PIN1 1,063 1,026-1,101 0,001
Trombosit 0,991 0,982-0,999 0,028
INR 2,1 - 0,012
Yas 0,044 0,988-1,126 0,109
ALT 0,602 0,992-1,011 0,77
AST 0,516 0,994-1,016 0,401

OR: odds ratio; Cl: %95 giivenirlik aralig:

Tablo 7. NASH hastalarinda ileri fibrozis i¢in Multivariate analiz sonuglari

Degikenler OR Cl %095 P
Pinl 1,052 (1,014-1,091) 0,008
Trombosit 1 (0,989-1,010) 0,94
INR - (0,756-8,2) 0,63
yas 1,051 (0,969-1,140) 0,23

OR: odds ratio; Cl: %95 giivenirlik aralig
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada iyi tariflenmis NASH, kronik HCV, kronik HBV ve saglikli
kontrol gruplarinda serum Pin-1 protein diizeyleri karsilastirildi ve bu protein
diizeylerinin ayrica hasta gruplarinin histopatolojik 6zellikleriyle iliskileri
arastirildi. Serum Pin-1 protein diizeyleri NASH grubunda daha yiiksek olmakla
birlikte kronik HCV grubunda da yiiksek bulundu. Literatiirle uyumlu olarak
kronik HBV ile kontrol gruplari karsilastirildiginda anlamli fark bulunamadi.
NASH hastalarinda steatozisin fazla olmasi nispeten kronik HCV hastalarinda da
steatozis bulunmasi nedeniyle serum Pin-1 diizeyleri anlamli olarak yiliksek
bulundu. Ancak kronik HBV ile infekte olan hastalarda serum Pin-1 degerleri
saglikli kontrollerle bile karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark olmamasi
ozellikle HBV’li hastalarda tan1 aninda steatozisin normal toplumla benzer
goriilmesi sonucunu teyid etmekle beraber serum Pin-1 diizeyinin ayrica bu
Ozellikli hasta gruplarinda steatozis varligini gostermede iyi bir belirte¢ olarak
goriilmektedir. NASH gelismesi i¢in makrofaj varligina ihtiyag bulunmaktadir
ayrica TNF a’nin da salinimasi gerekmektedir. Nakatsu ve ark.’larinin farelerde
yaptig1 deneysel bir ¢alismada NASH olusturulan farelerde makrofaj aktivitesinin
ana kaynaklar1 olan TNFo ve MCP-1 diizeylerinin Pin-1 diizeyi agisindan knock
out olan farelerde tamamen yok olduklarini tespit edilmistir. Ayrica molekiiler
diizeyde bakilan TNFo ve MCP-1 diizeylerinin Pin-1 varlifiyla ters iligkili
oldugunu bulmuslardir (76). Degisik bazi c¢alismalarda sitokinler iizerinden
gelisen inflamasyonda Pin-1 molekiiliin rolii iizerinde durulmus ve oksidatif strese

bagli olarak Pin-1 diizeyinin artisinin inflamasyona ve hiicresel diizeyde
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fonksiyon bozukluguna neden oldugu tespit edilmistir (8, 85, 86). Bunun tizerine
degisik metodlarla bu oksidatif stresi azaltmak ve inflamasyonun progresyonda
etkili oldugu bazi hastaliklarin belki de ilerlemesinin durdurulmasinda Pin-1
inhibitorlerinin yeri ile ilgili deneysel diizeyde ¢alismalar mevcuttur (9). Pin-1
proteinin karaciger yaglanmasina neden olmasi 4 ayri mekanizmayla agiklanmaya
caligilmistir. Birincisi, fare karacigerlerinde Pin-1 proteini PPRo yolagiyla ile
kontrol edilen lipolitik genlerin aktivitesini diisiiriir (87). Ikincisi, Pin-1 proteini
insulin yolag tizerinden lipid sentezine neden olan IRS-1 diizeyinin artisina neden
olur ve lipid sentezine arttirir (77). Ugiinciisii Pin-1, AMPK yolagin: siiprese eder
ve lipoliziste diisiise neden olur (88). Son olarak da Crtc2 ile iliskiye girerek
insulin duyarliligini arttiran CRE transkripsiyon aktivitesini siiprese eder (89). Bu
yollarla Pin-1 karacigerde yaglanmaya neden olmaktadir ve hastaligin
progresyonunda yer almaktadir.

Bu calismada Pin-1 proteinin sadece steatozla iligkili olmadigi ayrica
NASH, kronik HCV ve HBV hastalarinda fibrozisle de iligkili oldugu sonucuna
vardik. Ayrica fibrozis skorlarinin artigina parallel olarak hastalarda serum Pin-1
protein diizeylerinde artis oldugunu tespit ettik. Yaptigimiz ileri analizler
sonucunda Pin-1 proteinin hastaligin progresyonunu gosteren ileri fibrozis
tizerinde de bagimsiz bir risk faktorii oldugu tespit edildi. Bu sonugla birlikte
bir¢ok sitokin ve oksaditif stresin yer aldig1 karisik ve kompleks fibrozis yolunda
Pin-1 proteinin fizyopatogenezde rolii oldugunu gordiik. Serum Pin-1 proteinin
aktivitesinin engellendigi durumlarda belki de fibrozis olusumu yavaslayacak

hatta geri bile donebilecektir. Bazi c¢alismalarda NASH olusturulan farelerde
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fibrozisin gelistigi ve karacigerde kollajen depolandigi goriilmiis ancak Pin-1
knock out farelerde hi¢ kollajen depolanmasi olmamis (7, 90, 91). Tumor growth
factor B1 (TGFpB1) ve connective tissue growth factor (CTGF) fibrozis olusumuna
neden olan onemli pro-fibrotik sitokinlerdir ve NASH olusturulan normal
farelerde karaciger diizeylerinde artis olmusken Pin-1 knockout olan farelerde bu
sitokinlerin diizeylerinin ciddi anlamda disiis gosterdigi tespit edilmistir (7).
Hepatic stellate cells (HSC) aktivasyonun karaciger fibrozisinde kritik rolii oldugu
bilinmektedir. TGFBI1 ve degisik lipopolisakkaritler aktive olmaktadir ve matriks
tireten miyofibroblastlara doniismektedir boylece karacigerde fibrozisine neden
olmaktadir (92). HSC’nin neden oldugu fibrotik siireci aktif bir form olan SM’nin
immiinhistokimyasal olarak degerlendirlmesi sonucunda Pin-1 knockout farelerde
bunun diizeyinin tespit edilemeyecek kadar az oldugu goriilmistiir (7). NASH’ i
ikinci vurug basamagi inflamasyon, oksijen radikalleri ve fibrozis ile
sonuglanmaktadir. TGFb ve CTGF 6nemli profibrotik sitokinlerdi. Bu sitokinlerin
artis1 hem insan karacigerinde hem de NASH olusturulmus fare karacigerlerinde
fibrozise neden olmaktadir. Heriki sitokinin de Pin-1 knockout farelerde tespit
edilemeyeck kadar diisiik diizeylerde oldugu tespit edilmistir (7, 69). Ayrica bazi
caligmalarda Pin-1’in P53 transaktivasyonuyla CTGF sentezini arttirdig
bildirilmistir (66, 93). NASH olusturulmus farelerde hemaotpoetik Pin-1
diizeyinin NASH 1n progresyonunda yer aldig1 ve basit steatozdan ileri fibrozise
giden yolakta yer alabilecegi gosterilmistir. Ayrica Kuppfer hiicrelerinin dmiirleri

géz Oniine alindiginda hem hematopoetik hem de non-hemtopoetik Pin-1
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diizeylerinin NASH progresyonunda ve fibroziste yeri oldugu anlasilmaktadir (7,
94).

Pin-1 inhibisyonu 2 yolla miimkiin olabilir. Birincisi Pin-1 genin siRNA
veya shRNA iizerinden karacigerde susturulmasi bodylece karacigerde Pin-1
ekpresyonu azaltilmis olur. Ikinci olarak ise karacigere veya makrofajlara spesifik
Pin-1 inhibitorlerinin salinmasi yoluyla Pin-1 inhibisyonun saglanmasi. Reese ve
ark.’nin yaptigi bir ¢alismada juglone adli Pin-1 inhibit6rii ile farelerde bobrek
fibrozisin geriletildigi gosterilmistir (12). Bu ¢alismada Pin-1 inhibitoriiniin smad
veya oksidatif stres lizerinden etkili oldugunu iddia etmislerdir.

Degisik bazi g¢alismalarda Pin-1 salimim artisinin bazi malignitelerin
fizyopatolojilerinde yer alabilecegi gosterilmistir. Meme kanserli hastalarda Pin-1
diizeyinin tiimdr progresyonuna ve metastaza neden olabilecegi ortaya konmustur
(10). Pin-1’in kanser patogenezindeki en dnemli roliiniin degisik bazi onkoloik
yolaklar1 aktive etmesine bagli oldugu diistiniilmektedir (11, 80, 95). Ayrica Pin-1
inhibisyonun 6nemli anti kanser etkileri mevcuttur ve bu etkiler bazi ¢alismalarda
gosterilmistir (58, 96). Konik hepatitler ve belki de NASH prognozuyla iliksili
olabilen hepatoceluler karsinom (HCC) patogenezinde Pin-1’in roliiyle ilgili
heniiz calisma bulunmamaktadir ve belki de Pin-1 inhibisyonu saglanabilirse bu
hastaliklarin klasik tedavi modaliteleri yaninda HCC gelisiminin engellenmesi de
saglanabilir. Bizim bu caligmayla gosterdigimiz bu sonuglar ilerde HCC ile ilgili
yapilabilecek caligmalara yol gdsterici olacaktir.

Pin-1 diizeyinin Alzheimer hastalaginin patolojisinde yer aldigi ve

hastaligin progresyonuna neden olan ndrodejenerasyonda rol adligi gosterilmistir
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(8, 9, 97). Bunun sonucu olarak Pin-1 inhibisyonuyla hastaligin geriletebilecegi

diistiniilmiis ve bununla ilgili ¢alismalar devam etmektedir (9).
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. SONUCLAR

Kronik HCV, kronik HBV, NASH hastalar1 ve kontrol gruplart yas agisindan
karsilastirildiginda anlamli fark bulunmadi ve biitiin yaglarda goriilebilecek
hastaliklar oldugu goriildii.

Viicut kitle indeksleri gruplar arasinda karsilastirildiginda NASH grubunda en
yiikksek oldugu goriildii ve bunun hastalik olusumuyla ilikskili oldugu tespit
edildi.

Kadin ve erkekler sayilar1 acisindan gruplar birbirine benzerdi ve cinsiyetin
sonuclara etkili olabilecek etkileri dislanmis oldu.

Gruplar arasinda kan parametreleri karsilastirildiginda NASH ve kronik HCV
lehine diisiik degerlerin oldugu goriildii. Bu sonu¢ muhtemelen hastliklarin
ilerlemesine bagl olarak goriildii ve literatiirle uyumlu bulundu. Ilerlemis
fibrozisi olan hastalarda dogal olarak trombosit sayisi ve hemoglobin degerleri
diisiik bulundu ve bu sirotik siirecle iliskiliydi.

Serum Pin-1 diizeyleri gruplar arasinda karsilastirildiginda en yiiksek
degerlerin NASH grubunda oldugu ve en diisiik degerlerin kontrol grubunda
oldugu goriildii. Ayrica kronik HCV hastalarinda kronik HBV hastalarina gore
daha yiiksek degerler goriildii bu sonu¢ hastaligin steatozisi ve fibrozis
diizeyleri ile iliskiliydi.

Karacigerin nekroinflamasyon ve hepatoseliiler hasarii gosteren testler ALT,
AST ve GGT degerleri gruplar arasinda anlamli diizeyde farkliydi. Ancak

literatiirle uyumlu olarak ALP degerleri arasinda fark yoktu. Bu sonu¢ ALP
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diizeyini etkileyen baska hastaliklarin varligiyla iligkili olabilir ¢linkii
karaciger spesifik degerler beklendigi gibi NASH, HCV ve HBV gruplarinda
anlaml yiiksekti.

Hastalarin ve kontrol gubunun lipid profil diizeyleri birbirine benzerdir ve
steatozise lipid profilin etkisi bu sonuclarla dislanmis oldu.

Pin-1 diizeyi ile NASH hastalariin histopatolojik 6zellikleri (steatozis, lobiiler
inflamasyon, balonlasma ve fibrotik skor) karsilastirildiginda hepsiyle
istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark oldugu goriildii. En yiiksek iligkinin
steatozis 0zelligiyle oldugu tespit edildi.

Pin-1 diizeyi ile kronik HCV ve kronik HBV hastalarin nekroinflamatuar
aktiviteleri ve fibrotik evreleri arasindaki iligkiye bakildiginda HCV’de daha
fazla olmak lizere anlaml1 diizeyde iliski vardi.

NASH hastalarinm ileri fibrozis varligini tahmin etmede univariate analizde
anlamli ¢ikan faktorler ileri analizle multivariate analize kondugunda serum
Pin-1 diizeyinin ileri fibrozise bagimsiz etkisi oldugu goriildii. Buna gore bazal
Pin-1 diizeyi hastalik progresyonunda iyi bir belirteg olarak da kullanilabilir.
Ileriki tedavi yaklasimlar1 agisindan Pinl inhibisyonu tedavileri gelistirilirse
hepatosteatoz, fibrozis hatta HCC’nin engellenmesi i¢in yeni yaklasgimlar

gelistirilebilir.
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8. OZET

Kronik Hepatit C, kronik hepatit B ve alkolik olmayan yagh karaciger
hastalarinda serum Pin-1 protein diizeyleri ile karacigerdeki histopatolojik
degisiklikleri arasindaki iliskiler

Kronik hepatit B (HBV), kronik hepatit C (HCV) ve non alkolik
steatohepatit (NASH)  hastaliklar1  toplumda sik  goriilen  karaciger
hastaliklarindandir. Pin-1 proteini izomerizasyonda gorev alan ve cesitli
inflamatuar siireglerde rol oynayan 6nemli bir proteindir. Pin-1 proteinin, HCV,
HBV ve NASH’nin patogenezindeki rolii ile ilgili henliz bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Pin-1 proteinin inflamatuar, steatoz ve fibrozis siireglerinde yer
aldigr degisik bazi deneysel fare ¢alismalarinda gosterilmistir. Bu calismanin
amaci serum Pin-1 protein diizeylerinin saglikli kontrol grubu, NASH ve kronik
viral hepatit hastalarindaki konsantrasyonlarini belirlemek, bu hasta gruplarinda
biyokimyasal ve histopatolojik 6zellikleriyle iliskisini degerlendirerek, steatozis,
inflamasyon ve fibrozisi tahmin etmede tanisal bir belirte¢ olarak kullanilip
kullanilamayacagini aragtirmaktir. Prospektif olarak 66 kronik HCV,28 kronik
HBV, 55 NASH hastas1 ¢alismaya alindi1 ve karaciger biyopsileri yapildi, 29 da
saghikli goniilli kontrol grubu olarak ¢alismaya dahil edildi. Histolojik
degerlendirmede kronik hepatitlerde Ishak skorlamasi ve NASH i¢in Brunt
skorlamas1 kullanildi. Serum Pin-1 protein diizeyleri kontrol grubunda:
27,11£7,07 pg/ml, HBV’de: 27,79+ 11,69 pg/ml, HCV’de: 35,72+14,33 pg/ml ve
NASH hastalarinda: 43,56+20,88 pg/ml ve P < 0,01 olarak bulundu. HBV-kontrol

gruplar1 arasinda P = 0,64, kontrol-HCV gruplart arasinda P = 0,003, kontrol-
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NASH gruplan P < 0,001, HBV-HCV arasinda P = 0,017, HBV-NASH arasinda P
< 0,001 ve HCV-NASH gruplar arasinda da P = 0,05 olarak bulundu. En yiiksek
degerler NASH grubunda goriiliirken en diisiik degerler kontrol grubunda
bulundu. Kronik hepatit hastalarinin hem NIA hem de fibrozis histolojik
Ozellikleriyle istatistiksel anlamli iliski bulundu P < 0,001. NASH hastalarinin
histolojik 6zellikleri ile Pin-1 diizeyleri arasindaki iliski arastirildiginda steatozis,
inflmasyon, balonlagsma ve fibrozis ile anlaml diizeyde iliski oldugu tespit edildi
P<0,001. Ayrica NASH hastalarinin ileri fibrozis tahmin edilebilirligi i¢in yapilan
multivariate analizde de Pin-1 diizeyinin bagimsiz bir predikte edici faktor
oldugunu bulduk OR:1,052, %95 CI:1,014-1,091), P = 0,008. Sonug olarak serum
Pin-1 diizeyinin kronik viral hepatit ve NASH hastalarinin fizyopatolojisinde yer

alabilecegi ve hastalik progresyonunda rolii olabilecegini tespit ettik.

Anahtar kelimeler: HCV, HBV, NASH ve Pin-1 protein
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9. SUMMARY

The assosication between serum Pin-1 protein levels and liver histopathologic
features of chronic hepatitis B, chronic hepatitis C and nonalcholic
steatohepatitis diseases

Chronic hepatitis C (HCV), chronic hepatitis B (HBV) and Non alcoholic
steatohepatitis (NASH) are common liver diseases. Pin-1 protein plays role in
isomerization and is involved in different inflammatory process. There are no
enough data concerning the role of Pin-1 in HCV, HBV and NASH diseases. It
has been shown that Pin-1 takes place in steatosis, inflammatory and fibrosis
processes in some rat models. The aims of this study are to evaluate the
importance of serum Pin-1 levels of patients with NASH, HBV, HCV and healthy
controls, to investigate the association between Pin-1 levels and hitopathological
features and whether Pin-1 could be a predicting factor of advanced liver fibrosis
or not. Sixty six HCV, 28 HBV, 55 NASH and 29 healthy controls who fullfilled
the inclusion and exclusion criteria were included in the study. Histopathological
evaluation for HCV and HBV was done by using Ishak scoring system and Brunt
scoring system was also used for NASH. Serum Pin-1 protein levels among
control, HBV, HCV and NASH were 27,11+7,07; 27,79+ 11,69; 35,72+14,33 and
43,56+20,88, respectively, and there was statistically significant difference P <
0,001. When we compared values between groups after Bonferroni corrections the
results were as follows: HBV-control; P = 0,64, HCV-control; P = 0,003, NASH-
control P < 0,001, HBV-HCV; P = 0,017, HBV-NASH; P < 0,001 and HCV-

NASH; P = 0,05. The highest values were in NASH group while the lowest were
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in the control group. Ther were statistically significant coorelations between
histopathologic fetaures of chronic hepatitis (NIA and fibrosis) and serum Pin-1
protein levels P < 0,001. When we investigated the correlations between
histopathologic features of NASH (inflammation, steatosis, balooning and
fibrosis) and serum Pin-1 protein levels there were also significant correlations P
< 0,001. We analysed the prediciton of advanced liver fibrosis in NASH
patients.Serum Pin-1 level was an independent predicting risk factor in
multivariate logistic regression analysis OR:1,052, %95 CI: (1,014-1,091), P =
0,008. In conclusion, serum Pin-1 protein may play role in the physiopathology of
chronic hepatitis and NASH patients and also it is a predicting factor of advanced

liver fibrosis due to NASH.

Keywords: HCV, HBV, NASH and Pin-1 protein
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