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OZET

FARELERDE YUKSEK YAGLI DiYET VE ALKOL TUKETIMININ
KARACIGER APELIN VE APELIN EKSPRESYONU UZERINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Karaciger, bir¢ok hayati fizyolojik fonksiyonu diizenleyen molekiiler yapilarin
{iretimi ve metabolizmasinda aktif rol almas1 nedeniyle kritik 5Sneme sahiptir. ilaglar,
ksenobiyotikler, alkol ve/veya yiiksek yagli diyetler gibi karacigerin homeostatik
dengesini bozan etkenler karacigerde hasar olusumuna sebebiyet verebilir. Bu
calismada 8 hafta boyunca alkol ve yiiksek yagli diyet ile beslenen 32 adet BALB/c
erkek farede karacigerde olusan hasarda apelin/APJ ekspresyonunun belirlenmesi
amaclanmistir. Fareler Kontrol, alkol, yiiksek yagli diyet ve alkol+ yiiksek yagli diyet
gruplarina ayrildi. Bu gruplardan kontrol grubuna ad libitum olarak ¢esme suyu ve
standart fare yemi, alkol grubuna %20 etanol igeren ¢esme suyu ve standart fare yemi,
yiiksek yagli diyet grubuna ¢esme suyu ve %24 yag iceren fare yemi, alkol+yliksek
yagl diyet grubuna ise %20 etanol i¢eren ¢esme suyu ve %24 yag iceren fare yemi
verildi. Deneklerin kan serumlarindan ALT, AST enzimleri ve trigliserid seviyelerinin
Olctimleri yapildi ve gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi. Deneklerin
karaciger dokularmndan TAS ve TOS analizleri yapildi ve OSI degerleri belirlendi.
Kontrol grubunun TAS sonuglarimin diger gruplara gore anlamli derecede yliksek
oldugu gozlendi. TOS analizleri sonucu kontrol grubunun diger tiim gruplara kiyasla
diisiik seviyelere sahip oldugu tespit edildi. Histopatolojik incelemelerde
alkol+yiiksek yagli diyet grubunda ortadan yiliksek siddete kadar seyreden
dejenerasyon, steatozis ve nekrozis sekillendigi goriildii. Immunohistokimyasal
boyamalarda ise alkol+ yiiksek yagli diyet ile beslenen grubun hem apelin hem de APJ
immunoreaktivitesinin diger tiim gruplara kiyasla en yiiksek diizeyde oldugu tespit
edildi. Elde edilen bulgular, alkol ve yiiksek yagli diyetin ayr1 ayr1 veya birlikte
kullaniminda karaciger hasarmma neden oldugu, apelin ve APJ ekspresyonlarinin
artmasina neden olarak olusan hasarda bu yapilarin fonksiyonlari olabilecegi kanisina

varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Alkol, yiiksek yagh diyet, apelin, APJ, karaciger



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF HIGH-FAT DIET AND
ALCOHOL CONSUMPTION ON LIVER APELIN AND APELIN
EXPRESSION IN MICE

The liver is critically important because it plays an active role in the production
and metabolism of molecular structures that regulate many vital physiological
functions. Factors that disrupt the liver's homeostatic balance, such as drugs,
xenobiotics, alcohol, and/or high-fat diets, can cause liver damage. This study aimed
to determine apelin/APJ expression in liver damage that occurred in 32 male BALB/c
mice fed alcohol and a high-fat diet for 8 weeks. The mice were divided into control,
alcohol, high-fat diet, and alcohol+high-fat diet groups. The control group received
tap water and standard mouse food ad libitum, the alcohol group received tap water
containing 20% ethanol and standard mouse food, the high-fat diet group received tap
water and mouse food containing 24% fat, and the alcohol + high-fat diet group
received tap water containing 20% ethanol and mouse food containing 24% fat. Blood
serum measurements of ALT and AST enzymes and triglyceride levels were taken
from the subjects, and no significant difference was found between the groups. TAS
and TOS analyses were performed on the liver tissues of the subjects, and OSI values
were determined. It was determined that the TAS results of the control group were
significantly higher than the other groups. TOS analyses revealed that the control
group had lower levels compared to all other groups. Histopathological examinations
showed degeneration, steatosis, and necrosis ranging from moderate to severe in the
alcohol+high-fat diet group. Immunohistochemical staining revealed that the group
fed alcohol+high-fat diet had the highest levels of both apelin and APJ
immunoreactivity compared to all other groups. These findings suggest that alcohol
and high-fat diets, used separately or in combination, cause liver damage and increase
apelin and APJ expression, suggesting that these structures may play a role in the

resulting damage.

Keywords: Alcohol, high-fat diet, apelin, APJ, liver
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1. GIRIS

Karaciger, viicutta ¢esitli metabolik fonksiyonlarin yiriitiilmesinden
sorumludur. Pek ¢ok hayati fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynayan molekiiler
yapilarin iiretilmesi ve metabolize edilmesi siireglerindeki aktif roliinden dolay1
karaciger hayati Oneme sahip olan bir organdir. Karacigerin 06zellikle besin
metabolizmasi, ilaglarin metabolize edilmesi, endoktrin kontrol ve c¢esitli toksik
ajanlarin detoksifikasyonu gibi 6nemli faaliyetlerin yliriitilmesinde rol aldig
goriilmektedir. Karacigerin karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasi lizerine etkisi

nedeniyle genel olarak besin metabolizmasindaki rolii 6nem arz eder.

Karacigerin ¢ok fazla metabolik siireglerin yiiriitiilmesinde modiilator
gorevinde bulunmasi bu organin kolaylikla hasarlanmasina neden olabilir. Karacigerin
homeostatik denge igerisinde metabolize etme kapasitesinin asildigi durumlarda
karaciger hasari sekillenebilir. Ornegin; yaygm kullanilan bir analjezik olan
asetaminofenin asir1 kullanimi karacigerde hasara neden olabilmektedir (Ayaz, 2025).
Benzer olarak asir1 alkol tiiketimi ve/ya uzun siireli yiiksek yagl diyet ile beslenmenin

de karaciger hasarina neden oldugu iyi bilinen bir olgudur (Arteel ve ark, 2003).

Asint alkol tiikketimine bagli olarak sekillenen alkolik karaciger hastaligi,
Amerika kitas1 ve Avrupa cografyasinda en yaygin goriilen karaciger hastaliklarindan
biridir. Hastalik, bireyler arasinda onemli 6lclide degisen, giinliik olarak tiiketim
miktarint asan kronik alkol alimindan kaynaklanir. Uzun siireli ve giinde >40 g saf
alkol tiiketiminin, alkolik karaciger hastaliginin goriilme riskini arttirdig
bildirilmektedir (Seitz ve ark, 2018). Alkolik karaciger hastaligi, diinya ¢apinda
onemli bir morbidite ve mortalite nedeni olmaya devam etmektedir (Arteel ve ark,
2003). Alkolik karaciger hastaliginin semptomlar1 arasinda steatozis, alkolik hepatit
ve siroz yer almaktadir (Maurice ve Manousou, 2018). Asetaldehit, reaktif oksijen ve
nitrojen tiirleri, inflamatuar mediatorler ve genetik faktorler arasindaki etkilesimlerin
alkolik karaciger hastaliginin gelisiminde Onemli roller oynadigi goriilmektedir
(Arteel ve ark, 2003). Alkolik karaciger hastaliginin olusumu i¢in en 6nemli faktorler

alkol aliminin 6riintiisii, dozu ve obezite ile birlikte seyretme durumudur.



Global olgekte karaciger hasarinin olusmasina neden olan en 6nemli sebep
obezitedir. Asirt miktarda yiiksek yagli diyet ile beslenme obezitenin en Onemli
sebebidir. Obeziteye bagli olarak sekillenen karaciger hasar1 alkolik olmayan yagh
karaciger hastalig1 baslig1 altinda yer almaktadir. Alkolik olmayan yagli karaciger
hastalig1, karacigerde alkol dist nedenlerle yag birikimiyle karakterize, giiniimiizde en
yaygin goriilen kronik karaciger hastaliklarindan biridir. Obezite ve diyabetin artisiyla
birlikte, alkolik olmayan yagl karaciger hastaliginin goriilme siklig1 diinya genelinde
%25’e ulagsmustir ve bu oran giderek artmaktadir (Cotter ve Rinella, 2020).

Alkolik olmayan yagli karaciger hastaligi, alkol kullanim1 disindaki nedenlerle
hepatositlerin >%5'inde makrovezikiiler steatozisin bulunmasi olarak tanimlanir.
Alkolik olmayan yagl karaciger hastaligi, alkolik olmayan yagl karacigerden alkolik
olmayan steatohepatite, fibrozis ve siroza kadar degisen formlarda sekillenebilir
(Maurice ve Manousou, 2018). Lipid metabolizmasinda olusan dengesizlikler,
hiicresel strese ve inflamasom aktivasyonuna neden olur, bu durum lipotoksik

lipidlerin olusumuna yol agar (Powell ve ark, 2021).

Apelin, G proteinine bagli reseptor olan APJ' nin bir ligand1 olarak tanimlanir
ve endojen bir peptittir. Apelinin, yag dokusu tarafindan salgilandigi ve biyoaktif
aracilar olan adipokin ailesine ait oldugu bilinmektedir. Apelin ve reseptoriiniin yaygin
doku dagilimi, viicut s1ivi homeostazi, kan basinci, kardiyak kontraktilite, anjiyogenez,
endokrin stres yaniti ve enerji metabolizmasi gibi bir¢ok fizyolojik siiregte rol
oynayabilecegini diigiindlirmektedir. Ayrica apelin/APJ sistemi kalp yetmezligi,
obezite, diyabet ve kanser gibi patolojik siireglerde de rol oynar (Wysocka ve ark,
2018).

Alkolik ve alkolik olmayan yagl karaciger hasarinda karacigerde olusan hasara
yanit olarak dokularda bazi yangisal ve metabolik belirteglerin diizeyleri
degisebilmektedir. Biz bu ¢alismada alkolik karacigerin ve/ya obezitenin karacigerde

apelin ve APJ seviyelerine etkilerini arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger

Karaciger, viicutta c¢ok sayida fizyolojik siirecin yonetildigi Kritik bir
merkezdir. Makrobesin metabolizmasi, bagisiklik sistemi destegi, kan hacmi
diizenlemesi, biiyiime sinyal yollarinin endokrin kontrolii, lipit ve kolesterol
homeostazisi ve kullanilan bir¢ok ilacin metabolize edilmesi karacigerin fonksiyonlari
arasindadir. Makrobesinlerin islenmesi, fizyolojik siirecleri yonetmek igin gereken
enerjiyi saglamasi nedeniyle karacigerin en kritik islevleri arasindadir. Karacigerin
beslenmeyle glikozu glikojen formunda depolama ve agliga yanit olarak
glukoneojenik yolla glikozu olusturma kapasitesi olduk¢a Onemlidir. Karaciger
lipitleri okside edebilir, ayn1 zamanda fazla lipidi yag gibi diger dokulara salgilanmak
ve depolanmak tizere hazir hale getirir. Karacigerin bir baska fonksiyonu protein ve
aminoasit metabolizmasinin 6nemli bir isleyicisi olmasidir. Bu hususta karaciger, kana
saliman proteinlerin ¢ogundan enerji i¢in amino asitlerin islenmesinden ve iire
metabolizmas: seklinde protein yikimlanmasindan kaynaklanan azotlu atiklarin

atilmasindan sorumludur (Trefts ve ark, 2017).

Karaciger, 6nemli bir 6n cephe bagisiklik dokusudur. Bagirsak yoluyla viicuda
giren patojenleri tespit etmek i¢in ideal bir konumdadir. Bakterileri, virisleri,
makromolekiilleri tespit etmek, yakalamak ve temizlemek gorevleri arasindadir.
Viicuttaki en biiylik fagositik hiicre koleksiyonunu barindiran bu organ, viicuttaki
onemli savunma bariyerlerinden biridir. Portal kan ayn1 anda ¢ok sayida yabanci ancak
gida antijenleri gibi zararsiz molekiilleri de tagir. Karacigerin varsayilan bagisiklik
durumu immiino toleranshidir, ancak uygun kosullar altinda hizli ve gii¢lii bir
bagisiklik tepkisi olusturabilme yetenegine sahiptir. Bagisiklik ve tolerans arasinda
olusan denge, karacigerin fonksiyonlar1 i¢in esastir. Enfeksiyon olusmadig
durumlardaki asir1 iltihaplanma steril karaciger hasarina, doku hasarma ve yeniden
sekillenmeye yol agar. Ancak yetersiz bagisiklik kronik enfeksiyonlara ve kansere
kadar ilerleyebilen patolojilere neden olabilir (Kubes ve Jenne, 2018).



2.1.1. Karaciger Anatomisi

Karaciger, hem atardamar hem de toplardamar kaniyla beslenmesi dolayisiyla
anatomik yonden essiz bir organdir. Karacigerin anatomik organizasyonu, bu iki kan
kaynagmin karigsmasina ve karacigerdeki ¢esitli yapt ve hiicreleri igerikleriyle
temizlemesine olanak tanir. Oksijen acisindan zengin olan atardamar kani, hepatik
atardamar yoluyla karacigere girer ancak bu kaynak, karacigere gelen kanin kiigiik bir
kismin1 olusturur. Karacigere giren kanin biiyiik kismi1 portal ven tarafindan saglanir.
Portal kan, hem besin maddeleri hem de lipopolisakkaritlar gibi patojen kaynakli
molekiiller agisindan zengindir (Berg, 1999).

Karaciger hepatositler, safra epitel hiicreleri (kolanjiyositler), uydu hiicreleri,
Kupffer hiicreleri ve karaciger siniizoidal endotel hiicreleri olmak tizere farkli
embriyolojik kokenli hiicre tiplerinden olusur. Bu hiicre tiplerinin her biri, hepatik
islevi diizenleyen benzersiz fonksiyonlara sahiptir. Hepatositler, karacigerin birincil
epitel hiicre popiilasyonudur. Bu hiicreler karaciger hiicrelerinin biiylik bir kismini
olusturur ve karacigere atfedilen fonksiyonlarin ¢ogunu gergeklestirir (Trefts ve ark,
2017). Olgun hepatositler, insanlarda 2 yil, kemirgenlerde ise yaklasik 6 ay gibi uzun
bir dmre sahiptir (Braun ve Sandgren, 2000). Yetiskin bir kemirgen karacigerindeki
olgun hepatositler, ¢ogalma kabiliyetlerine gore {i¢ alt sinifa ayrilir. Bunlar yiiksek
biliylime kabiliyetine ve bazal hepatosit fonksiyonlarina sahip kararli progenitor
hiicreler olan tip I hiicreler, sinirli cogalma kabiliyetine sahip tip II hiicreler ve
boliinme kabiliyetini kaybeden (replikatif senesans) ve son farklilagmis duruma ulasan
tip I hiicrelerdir (Mitaka ve ark, 2023). Karacigerde bulunan kok/oncii hiicre sistemi,
karaciger fonksiyonu ciddi sekilde bozuldugunda ve hemen eski haline
getirilemediginde genellikle aktive olur. Oval hiicreler ve kii¢iik hepatositler sirasiyla
karaciger kok ve oncii hiicreleri olarak bilinir. Oval hiicreler oval ¢ekirdekleri ve az
miktarda sitoplazmalariyla ayirt edilir. Kiigiik epitel hiicreleri portal bolgeden yayilir
ve hepatositik kordon boyunca tiibiiler yapilar veya portal bolgenin disinda kiiciik
kiimeler olusturur (Bucher ve Malt, 1971).

Karacigerde 6nemli fonksiyonlar1 olan diger bir hiicre kolanjiyositlerdir. Bu
hiicreler, karacigerde en fazla bulunan ikinci epitel popiilasyonudur ve safra

kanallarinin liimenini kaplayan hiicreler olarak c¢esitli islevlere sahiptirler (Trefts ve



ark, 2017). Kolanjiyositler karaciger hasarina veya yangisina yanit olarak mekanik
sinyallere ve sitokinlere tepki vererek aktive olurlar (Kim ve Kim, 2024). Uydu
hiicreleri, durgun veya aktif bir durumda bulunabilen hiicrelerdir. Karacigerde olusan
hasar, uydu hiicrelerinin aktivasyonuna yol agar. Karacigerin diger 6nemli bir hiicre
polulasyonu Kupffer hiicreleridir ve karacigerin yerlesik halde bulunan makrofa;
popiilasyonu olarak bilinirler. Bu hiicreler, portal dolasim yoluyla getirilen bir¢ok
patojenik uyarani taniyabilir ve karacigerin iyilesmesinde rol oynar. Karaciger
sinlizoidal endotel hiicreleri, karacigerde bulunan bir diger endotel hiicre
popiilasyonudur. Bu hiicreler, fenestra adi verilen delikli endotel doseli siniizoidleri
olusturan hiicrelerdir. Bu organizasyon, protein ve partikiillerin degisimi igin kritik

Ooneme sahiptir ve ayni zamanda belirli bariyer islevi gosterir (Trefts ve ark, 2017;

Kubes ve Jenne, 2018)

2.1.2. Karacigerin Lipid Metabolizmasi

Karaciger, lipitlerin ve lipoproteinlerin alinmasi, sentezlenmesi, paketlenmesi
ve salgilanmasinda ¢esitli islevlere sahiptir. Karaciger, sentezledigi ve salgiladigi safra
ile lipitlerin sindirimi ve sonrasinda bagirsakta emilimini saglar. Lipoproteinler,
lipitlerin ¢oziiniir hale geldikten sonra hiicre i¢ine tasimman molekiiller olarak
tanimlanmaktadir. Lipoproteinler yogunluk farkhiliklarmma goére 5 alt grupta
incelenmektedir. Bunlar, silomikronlar, ¢ok diisiik yogunluklu lipoproteinler, diisiik
yogunluklu lipoproteinler, orta yogunluklu lipoproteinler ve yiiksek yogunluklu
lipoproteinler olarak isimlendirilir. Silomikron, bagirsakta bulunan lipoproteinlerden
ve sindirilmis lipitlerden meydana gelmektedir. Karacigerde, yag asitleri lipoprotein
lipaz enzimi ile silomikron kalintilarindan ayristirilmaktadir. Ayrisan yag asitleri daha
sonra tasiyict proteinlerle hepatositlere gonderilir. Karaciger, yag asitlerini
oksitleyerek enerji iiretilmesinde merkezi rol oynar. Ancak asetoasetat ve beta
hidroksibutirat gibi ketojenik ftriinlerden diger doku ve organlar ig¢in de enerji
saglayabilmektedir. Karacigerden ketonlarin salinmasi durumunda, trikarboksilik asit
dongiisii ara {irlinlerinin asir1 olusumu 6nlenmektedir ve bu sayede oksidatif durum
korunmaktadir. Karaciger beslenme ile viicut i¢in gerekli olan lipit substratlarin

saglamaktadir. Karaciger, yag asitlerini ve gliserolii, hepatositlerden kan dolasimina



gecisini saglamak icin ¢ok diisiikk yogunluklu lipoprotein pargaciklari ile paketlenen
trigliseritlerde toplar. Toplanan mataryel depolanmak ve enerji kaynagi olarak
kullanilmak i¢in diger organlara da ulastirilmaktadir. Karacigerin lipit
metabolizmasindaki bu isglevi, yagda ¢oziinen vitaminlerin emilimini saglamak icin
oldukca énemlidir (Ezer Ozer, 2022). Karaciger, ayn1 zamanda viicuttaki kolesterol
homeostaz1 konusunda da oOnemli bir role sahiptir. Kolesterol bagirsaklardan
emilebilir, ayn1 zamanda karacigerde de sentezlenebilir. Kolesterol viicutta membran
akigkanliginin korunmasini saglamada onemli role sahip olan bir molekiildiir.
Kolesteroliin viicutta eksiklik veya fazlaligi saglik agisindan sorun teskil edebilir

(Ponziani ve ark, 2015).

2.2. Obezite ve Karaciger Dokusu fliskisi

Karaciger fonksiyonlar1 omurgali canlilarin yagsamini devam ettirebilmesi i¢in
oldukga 6nem teskil etmektedir. Karaciger, hiicrelerde enerji dengesini diizenleyen
inslilin metabolizmasinda gorev almaktadir. Karaciger fonksiyonlarinda goriilen
anormallikler insiilin direnci olusumuna sebep olabilmektedir ( Petersen ve ark, 2002).
Viicuda alinan besinlerdeki lipitlerin ¢ogu dogrudan veya dolayli olarak karacigere
gelmekte ve karacigerde islendikten sonra viicut metabolizmasina katilmaktadir.
Canlilarin yiiksek kalorili diyetlerle beslenmeleri ile artan lipid miktari, karacigerde
lipid birikimine sebep olmaktadir. Baz1 metabolik hastaliklar sonucunda da viicutta
lipit miktarinda artiglar ve protein profilinde degisiklikler gozlemlenmektedir. Bu
durum karacigerde cesitli degisikliklere ve anormalliklere yol agmaktadir (Ezer Ozer,

2022; Machado ve ark, 2012).

Obeziteye bagli olarak meydana gelen karaciger fonksiyon bozukluklari,
bunlarin olusturdugu etkiler ve hiicre ici etkilesimlere iliskin yolaklar pek ¢ok
caligmada arastirma konusu olmustur. Serum karaciger enzimlerinde meydana gelen
artisin  viicutta yag birikimine sebep olmasi ortaya c¢ikan problemlerin
gozlemlenmesinde elde edilen énemli bulgular arasindadir (Chung ve ark, 2015).
Karaciger dokusunda lipit ve protein metabolizmasinda rol alan farkli enzimler
sentezlenmektedir. Bundan dolay1 viicutta lipit miktarindaki artisin sebep olabilecegi

enzimler de dahil olmak iizere protein bozukluklarinin gdzlemlenebilmesi icin



karaciger onemli bir doku haline gelmektedir (Inoue ve ark, 2005; Motomura ve ark,
2006; Schmid ve ark, 2004)

2.2.1. Alkolik Olmayan Yagh Karaciger Hastahig

Alkolik olmayan yagh karaciger hastaligi, ilk olarak William Bowman
tarafindan 1842 yilinda insan karaciger Orneklerinde yag birikiminin mikroskobik
olarak gozlemlenmesiyle tanimlanmistir (Bowman, 1842). Alkolik olmayan yagh
karaciger hastaligi diinya ¢apinda kronik karaciger hastaliginin en yaygin nedeni
olarak kabul edilmektedir. Az veya hi¢ alkol tiiketmeyen kisilerde hepatositlerin
%S5'inden fazlasinda steatozisin varligi ile tanimlanir (Sanyal ve ark, 2011).
Etiyolojisinde genellikle yiiksek sekerli ve yiiksek yagl diyetle beslenme bulunur ve
instilin direnci, tip 2 diyabet ve obezite gibi metabolik bozukluklarla yakindan
iliskilidir (DeFronzo ve ark, 1981). Alkolik olmayan yagli karaciger hastaligi, basit
steatozisden alkolik olmayan steatohepatite, fibrozis ve siroza kadar uzanan genis bir
Klinik spektrumda seyredebilir (Maurice ve Manousou, 2018). Karaciger fibrozisi,
alkolik olmayan karacigerin daha ileri bir formudur ve steatozis, hepatoseliiler
dejenerasyon, lobiiler inflamasyon ve neredeyse her zaman fibrozisin gelismesi ile
karakterizedir (Kleiner ve Makhlouf, 2016). Alkolik olmayan steatohepatitiste
karaciger hepatositlerini yenilemeye calisir ancak yenilenemedigi durumlarda
hepatositlerin yerini kolojen iiretiminin baskin oldugu skar dokusu alir ve siroza yol
acabilir  (Argo ve Caldwell, 2009; Starley ve ark, 2010). Siroz, hepatoselliiler
karsinomaya yol agarak karaciger naklini de gerektiren son evre organ yetmezligine
neden olabilir (Yasui ve ark, 2011). Alkolik olmayan steatohepatitisin tam gelismis
siroza ilerlemesiyle, alkolik olmayan steatohepatitisin bazi histolojik 6zellikleri
kaybolabilir (Yoshioka ve ark, 2004). Genellikle, karacigerde meydana gelen
degisiklikleri tanimlamak i¢in kullanilan bu terimler keskin sinirlarla birbirinden
ayrilmamistir ve bu da klinik uygulamada karisikliga neden olabilmektedir (Dietrich
ve Hellerbrand, 2014).

Alkolik olmayan yagli karaciger hastaliginin tanisint koymak igin,
gorlintiileme veya biyopsi ile primer hepatik yag birikiminin kanitlanmasi ve asiri

alkol, hepatotoksik ilaglar ya da herediter bozukluklar gibi sekonder nedenlerin



elenmesi zorunludur (Chalasani ve ark, 2012). Yiiksek alkol alimi olmaksizin
karacigerde lipid birikiminin gézlemlendigi alkolik olmayan yagli karaciger hastaligi,
giderek artan oranda tan1 konulan bir karaciger patolojisidir (Angulo, 2002). Alkolik
olmayan yagl karaciger tanisi alan hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda yalnizca basit
steatozis varken, hastalik steatohepatitis, fibrozis, sirozis ve terminal karaciger
yetmezligine varabilen genis bir klinik spektrumu kapsar. Alkolik olmayan
steatohepatitis, karaciger biyopsilerinde farkli siddetlerde yangi ve fibrozis igeren
heterojen bir histolojik tablo sunar, bu gesitlilik klinik seyirde de belirgin farkliliklara
yol agar. Histolojik tani i¢in fibrozis zorunlu olmasa da, fibrozisin varlig1 hastaliga
bagli morbidite ve mortalite tahmininde daha gii¢lii bir 6ngdrii degeri tasir. Hafif
steatozis nadiren ciddi karaciger hasarina ilerlerken, belirgin fibrozisle birlikte
seyreden alkolik olmayan steatohepatitis, siroz, hepatoseliiler karsinom ve terminal

yetmezlik riskini 6nemli 6l¢iide artirir (Rafiq ve ark, 2009).

2.2.2. Alkolik Olmayan Yagh Karaciger Hastahigimin Patogenezi

Alkolik olmayan yagli karaciger hastaligi, yillar i¢inde, degisen derecelerde
genetik duyarlilig1 iceren farkli risk faktorlerinin birikmesi sonucu gelisir. Beslenme
aligkanliklari, diyetin miktar1 ve bilesimi, fiziksel hareketsizlik, kronik stres ve yagam
tarzi, hastaligin ortaya c¢ikisin1 ve siddetini belirleyen baglica genetik olmayan
faktorlerdir. Ancak metabolik sendromda oldugu gibi alkolik olmayan yagli karaciger
hastaliginin arka planinda da genetik yatkinlik bulunabilmektedir (Anstee ve Day,
2013; Yki-Jarvinen, 2010).

Insanlarda alkolik olmayan yagli karaciger hastaligmin patogenezi karmagik
olup gelisim siirecinde birbiriyle etkilesim icinde olan ¢ok sayida farkli biyolojik
unsuru igerir. Hastaligin olusmasinda rol oynayan bazi risk etkenleri bireyler arasinda
farkli yogunlukta ortaya cikabilir, zaman icerisinde belirginlesebilir ya da ortadan
kaybolabilir. Ayn1 risk profiline sahip bireylerden bazilarinda yaglanma gelismezken
digerlerinde steatohepatitis  dilizeyine ulagilmasinin altinda yatan neden
belirlenemeyebilir. Her hastada alkolik olmayan yagl karaciger hastaliginin
patogenetik yolu kendine 6zgii 6zellikler gosterse de, ortak risk faktorleri genellikle

benzerdir (Kucera ve Cervinkova, 2014). Hastaliin dogal seyri tam olarak



¢oziimlenememis olup ¢ogu olguda oldukca yavas ilerledigi gozlenmektedir.
Hastaligin gelisimine iliskin g¢esitli patogenetik modeller 6nerilmis olmasina ragmen,
insiilin direncinin hem alkolik olmayan yaglh karaciger hastaliginda hem de tip 2
diyabet olusumunda merkezi bir rol oynadigi kabul gérmektedir (Shulman, 2000;
Tarantino ve Finelli, 2013). Karaciger enzimleri yiiksek seyreden alkolik olmayan
yagl karaciger hastalarinda ileri evre karaciger hastaligina ilerleme riski artar ve bu
hastalarin biiyiik cogunlugu zamanla diyabet veya glikoz toleransinda bozulma yasar

(Ekstedt ve ark, 2006).

Alkolik olmayan yagli karaciger hastaliginin ilerleyisi genel olarak yaglanma,
lipotoksik hasar ve yangisal siire¢ olmak {izere {i¢ asamali bir modelle aciklanir (Jou
ve ark, 2008). Karacigerdeki asir1 lipit birikimi lipotoksisiteye yol acar, bu da
mitokondriyal islev bozuklugu ve ER stresine neden olarak hiicresel hasar1 baslatir.
(Bell ve ark, 2008). Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, yag asitlerinin asiri
oksidasyonuna ve buna bagli reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) fazla miktarda liretimine
yol agar. Antioksidan kapasite asildiginda ise oksidatif stres olusur. Alkolik olmayan
yagli karaciger hastaliginda oksidatif stres, hepatosit apoptozu ve nekrozunu tetikleyen
iciincli temel patolojik basamak olarak degerlendirilir. Alkolik olmayan yagh
karaciger hastaliginin gelisim siireci, steatozis, lipotoksik hasar ve yanginin birbirini
tetikledigi ve karacigerin biyokimyasal ve histolojik yapisinin bozuldugu dongiisel bir
mekanizma izler (Sanyal ve ark, 2011; Tiniakos ve ark, 2010). Bunun 6tesinde,
bagirsak mikrobiyotasindaki dengesizlikler ince bagirsak bariyer biitiinliiglini
zayiflatarak gecirgenligi artirabilir. Artan bagirsak gecirgenligi daha fazla yag asidinin
sistemik dolagima gegisine, lipid diizeylerinin yiikselmesine ve proinflamatuvar
sitokin salinimini artiran inflamatuar kaskadlarin aktivasyonuna zemin hazirlar. Uzun
vadede bu siire¢ karacigerde yag birikimini siddetlendirir ve fibrozis ile yanginin eslik
ettigi steatohepatitise doniisiimle sonuglanabilir (Sivell, 2019). Hayvan ve insan
caligmalarinin  bulgulari, alkolik olmayan steatohepatititiste goriilen hepatosit
hasarmin glikoz, fruktoz ve yag asitleri gibi temel metabolik maddelerin asiri
birikmesiyle bagladigint ve bunun yag asitlerinin hiicreyi zedeleyici yollara
yonlendirilmesine neden oldugunu gostermektedir. Basit yag birikiminden ileri evre
karaciger hastalifina gecis genellikle yillar alan uzun bir siiregtir. Sadece basit
steatozisi olan tiim hastalarin alkolik olmayan steatohetatitis veya ileri fibrozis

gelistirip gelistirmeyecegi heniiz netlestirilememistir. Basit yaglanmasi olan hastalara



kiyasla, alkolik olmayan steatohepatitiS tanisi tasiyan bireylerde karaciger ve kalp
damar hastaliklarina bagl oliim olasiligi belirgin sekilde artmigtir (Ertunc ve
Hotamisligil, 2016).

2.3. Alkolik Karaciger Hastaligi

Alkol, etanol formunda pek cok icecekle beraber tiiketilen ancak asiri
tikketimine bagli olarak hepatotoksik etki gosteren bir maddedir. Alkolik karaciger
hastaligi, alkole bagli gelisen tiim karaciger hasari tiirlerini kapsayan genis bir
tanimlayict terimdir. Alkolik karaciger hastaligi, basit yaglanmadan alkolik hepatitis,
fibrozis ve siroza kadar uzanan genis bir karaciger hasar1 spektrumuyla iliskilendirilir
(European Association for the Study of Liver, 2012; O'Shea ve ark, 2010). Asir1 alkol
tilkketimi ¢ok sayida saglik sorununda risk faktorii olup diinya genelinde dnlenebilir
Oliime neden olur (Blachier ve ark, 2013; Trimble ve ark, 2013). Etanoliin ana
metabolize edildigi organ olan karaciger, asir1 alkol maruziyetinde en agir hasar géren
organdir. Alkol fazlaligina kars1 karacigerin ilk tepkisi olan steatozis, hepatositlerde
yag birikimiyle kendini gdsterir. Steatozis, ilerleyici durumlarda yangisal 6zellikler
tasiyan steatohepatitise doniisebilir. Hastaliin bu evresi, ekstraselliller matris
proteinlerinin asir1 depolanmasiyla karakterize fibrozis gelisimini baglatabilir. Fibrozis
stireci, periselliiler bolgede baslayan aktif skar olusumuyla baslar ve ilerledik¢e damar
yapilarinda degisimlere ve nihai olarak karaciger yetmezligi ile seyreden sirozise

dontigebilir (Osna ve ark, 2017).

2.3.1. Alkolik Karaciger Hastaliginin Patofizyolojisi

Alkolik karaciger hastaliginin olusumunda asetaldehit olusumu ve oksidadif
stres 6nemli bir rol oynar. Alkol alindiktan sonra sindirim kanalindan hizlica kana
gecer ve karacigere tasindiktan sonra hepatositlerde alkol dehidrogenaz araciligiyla
Once asctaldehite doniistliriiliir. Sonrasinda asetaldehit, metabolik siireclerle
asetaldehit dehidrogenaz enzimi vasitasiyla asetata c¢evrilir. Buna ek olarak,
hepatositlerin hem endoplazmik retikulumunda hem de mitokondrilerinde yer alan
CYP2EI1 (sitokrom P450 2El) enzimi de, oksijen ve NADPH’nin bulundugu
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kosullarda alkolii asetaldehite dontistiiriir (Lieber ve ark, 1970). CYP2E1’in aracilik
ettigi alkol metabolizmasi, alkoliin oksidasyonu i¢in ikinci bir yol olusturur ve bu
enzim kronik alkol alimina bagl olarak daha fazla etkinlesir. Her iki metabolik siire¢
sonunda olusan asetaldehit son derece zararli ve kanserojen bir bilesiktir ve
proteinlerle etkileserek onlarin yap1 ve iglevlerini bozabilir. Ayrica konak proteinlerini
degistirerek bagisiklik sistemi tarafindan taninabilecek yeni antijenlerin ortaya
cikmasini tetikler (Seitz ve Stickel, 2007). Asctaldehitin tetikledigi mitokondriyal
yapisal bozulmalar solunum zinciri tizerinden ATP tiretiminin diismesi, ROS artis1 ve
asetaldehiti asetata doniistiiren mitokondriyal enzim olan asetaldehit dehidrogenazin

aktivitesinde azalma gibi islevsel sorunlara neden olur (Dancygier ve ark, 2010).

Asetaldehitin dogrudan toksik etkilerinin yan1 sira, alkol alim1 ROS artisiyla
ortaya cikan oksidatif strese de yol agabilir. ROS, proteinlerle etkileserek onlarin yap1
ve islevlerinde bozulmalara neden olabilir ve bu siire¢ sonucunda yeni antijenik yapilar
olusabilir (Albano ve ark, 1996). Ayrica, ROS dogrudan DNA'ya baglanip DNA
yapisinda bozulmalara neden olabilir veya 4-hidroksinonenal ve malondialdehit
(MDA) gibi lipid peroksidasyon {irlinlerinin iiretimiyle lipid peroksidasyonuna yol
acabilir. Ortaya ¢ikan lipid peroksidasyon iirliinleri DNA’nin bazlariyla etkileserek
yapt ve fonksiyonunda bozulmalara neden olur (Mueller ve ark, 2018; Wang ve ark,
2009).

Alkole bagl olusan yangida, tiimor nekroz faktorii (TNF) iretimi N-asetil-
sfingozin ile mitokondri arasinda bir etkilesimi destekleyebilir ve bunun sonucunda
ROS artis1 gozlenir (Garcia-Ruiz ve ark, 2000). Ek olarak, nitrozatif stres adiyla
bilinen reaktif azot tiirlerinin iiretimi de alkol kullanim1 sonucunda artar. Sicanlarda
alkol, indiiklenebilir nitrik oksit sentazin aktivitesini artirir ve bu durum, yiiksek

reaktiviteye sahip peroksinitrit olusumuna yol agar (Chamulitrat ve Spitzer, 1996).

CYP2E1 aracili karaciger hasarinin 6nemi, alkolik karaciger hastaligina sahip
fare modellerinde iyi tanimlanmistir (Lu ve ark, 2010; Morgan ve ark, 2002). Alkolik
karaciger hastaliginin siddetinin, CYP2E1 asir1 ekspresyonu olan farelerde arttig1 veya
CYP2E1 eksikligi olan farelerde azaldigr bildirilmistir. Ayrica CYP2El'in
farmakolojik bir inhibitorii olan ve alkol detoksifikasyon tedavisinde kullanilan
klormetiyazol verilen deney hayvanlarinda alkolik karaciger hastaliginin iyilestigi

goriilmiistiir (Gouillon ve ark, 2000; Ye ve ark, 2012). Alkolik karaciger hastaligi,
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karaciger CYP2EL ekspresyonu, eteno-DNA eklentilerinin seviyesi ve fibrozisin
siddeti ile 6nemli 6l¢iide iligkilidir (Mueller ve ark, 2018).

2.3.2. Alkolik Karaciger Hastaliginin Histomorfolojisi

Alkolik karaciger hastaliginin histopatolojik bulgulari, hasarn siddeti ve
evresine gore onemli farkliliklar gosterir. Steatozis, alkolik karaciger hastaliginin hem
en stk hem de en erken ortaya g¢ikan bulgusudur. Alkolik karaciger hastaliginda
goriilen steatozis cogunlukla makrovezikiiler tipte olup biiyiik yag damlaciklari
hiicrenin neredeyse tiim sitoplazmasini doldurur ve g¢ekirdegi perifere dogru iter.
Alkolik karaciger hastaliginda goriilen makrovezikiiler steatozis ¢ogunlukla hepatik
lobiiliin merkezine yakin alanlarda goriiliir, ancak agir durumlarda tiim lobiili

kaplayacak seviyeye ulasabilir (Lefkowitch, 2005).

Alkolik karaciger hastaliginda saptanan erken hiicresel bulgular arasinda diiz
endoplazmik retikulumun proliferasyonu, mitokondri yapisinin bozulmasi ve tablo
agirlastiginda dev mitokondrilerin ortaya ¢ikmasi sayilabilir (Fromenty ve ark, 1995;
Rubin ve Lieber, 1968). Dev mitokondriler, yagli karacigerden siroza uzanan tim
alkolik karaciger hastaligi evrelerinde goriilebilir. Alkolik karaciger hastaligi icin
spesifik olmamakla birlikte, bu yapilarinin tespit edilmesi alkolle iliskili karaciger
hasarmi destekler ve son donemde yogun alkol tiiketildigine isaret eden yararli bir

bulgu olarak degerlendirilir (Chedid ve ark, 1986; Uchida ve ark, 1984).

2.3.3. Alkolik Karaciger Hastaliginin Tanisi

Alkolik karaciger hastaliginin tanisi, diger kronik karaciger hastaligi
nedenlerinin elendigi ve belirgin alkol kullanim 6ykiisii bulunan hastalarda ¢ogu
zaman sadece klinik bulgular ve laboratuvar verilerine dayanilarak koyulabilir. Fakat
alkolik karaciger hastaligi i¢in taniyr kesinlestiren tek bir laboratuvar testi veya
goriintiileme yontemi bulunmadigindan, tan siireci klinik agidan giigliik yaratabilir.
Ayrica, bazi hastalar tamamen belirti gdstermeyebilir, erken alkolik karaciger hastalig
veya sirozis baslangicinda klinik bulgular goériilmeyebilir ve karaciger enzimleri

normal sinirlarda seyredebilir. Buna ek olarak, hastalarda obezite veya diyabet gibi
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alkolik olmayan karaciger hastalig: ile iliskili risk faktorleri bulunabilir. Ozellikle
aspartat aminotransferaz (AST) seviyesinin alanin aminotransferaz  (ALT)
seviyesinden yiiksek olmasi, serum transaminazlarinin anormal diizeylerde bulunmasi,
hepatomegali veya kronik karaciger hastaligina dair klinik bulgularin varligi,
goriintiilemede  steatozis yada fibrozis/sirozis goriilmesi yada biyopside
makrovezikiiler steatoziS veya sirozis saptanmasi durumlarinda, belirgin alkol
kullanim Oykiisii bulunan hastalarda alkolik karaciger hastaligimin varlig
diistiniilmelidir (Torruellas ve ark, 2014). Alkolik karaciger hastaliginda serum
aminotransferazlariin yiiksekligi her zaman goriilmeyebilir ve degerler bazi
vakalarda normal smirlar igerisinde seyderebilir. Karaciger enzimlerinin ne kadar
yiiksek oldugu hastaligin ciddiyetiyle dogru orantili degildir. Ozellikle AST nin
ALT’den 2-3 kat yiiksek olmasi, alkol ile iliskili olusan karaciger hasar1 i¢in 6nemli
bir ipucu saglar (Diehl, 2002). Alkolik karaciger hastaliginin tanisini netlestirmeden
once, kronik viral hepatitis, otoimmiin hepatitis, hemokromatozis veya ila¢ kaynakli

karaciger hasar1 gibi diger olasi nedenlerin mutlaka elenmesi gerekir (Torruellas ve

ark, 2014).

2.4. Apelin/APJ

Anjiyotensin Il reseptor benzeri 1 olarak isimlendirilen APJ, 1993 yilinda ilk
defa O'Dowd tarafindan G proteinine bagli, kendisine baglanan liganti belli olmayan
yedi domaine sahip transmembran bir reseptdr olarak kesfedilmistir (O'Dowd ve
ark,1993). APJ'yi kodlayan gen, intronsuz olup insanda APLNR, fare ve siganda ise
Aplnr olarak adlandirilir (Melgar-Lesmes ve ark, 2011). insanda, kromozom 11q12'de
bulunan APLNR, 380 amino asitlik bir protein kodlar ( O'Dowd ve ark,1993). Fare ve
siganda, sirastyla kromozom 2E1 ve 3q24'te bulunan Aplnr, 377 amino asitlik protein
kodlar. APJ'nin hiicre dis1 N-terminalindeki Glu20 ve Asp23, ligand apeline baglanan
ilk fizyolojik bolgeler olarak bulunmustur ve 6nemli roller oynayabilir (Zhu ve ark,
2011). insan APJ'si bir G-protein-baglantili reseptdrdiir (GPCR) ve APJ ile
anjiyotensin II reseptorii tip 1'in (AT1R) birincil yap1 benzerligi %31 iken hidrofobik
transmembran bolgesi insan AT1 ile %54 oraninda benzerlik gostermektedir (O'Dowd

ve ark,1993).
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Insanlarda ve kemirgenlerde hem apelin hem de APJ reseptdriiniin merkezi
sinir sistemi ile yag dokusu, beyin, testis, ovaryum, karaciger, akciger, kalp, bobrek ve
kardiyovaskiiler sistem gibi ¢esitli periferal organlarda yogun bicimde eksprese
edildigi bildirilmektedir (Kleinz ve Davenport, 2005). Insan MSS'sinde apelin, dorsal
rafe c¢ekirdeginde, amigdalada ve hipotalamusta bulunur. Apelin ayrica MSS'nin
talamusunda ve frontal korteksinde yiiksek diizeyde ifade edilir ve hipotalamus, orta
beyin, kaudat ¢ekirdegi ve substantia nigra-amigdala baglantilarinda nispeten daha az
ifade edilir. Apelin seviyesi ayrica omurilik ve hipofizde de tespit edilmistir ( De Mota
ve ark, 2004; Lee ve ark, 2000; O'Carroll ve ark, 2000). Bununla birlikte, en yiiksek
ekspresyon seviyeleri akciger ve meme bezinde gézlemlenmektedir (Hosoya ve ark,
2000; Kawamata ve ark, 2001). Siganlarda, preproapelin ve APJ mRNA's1 testis,
bagirsak, bobrek ve fetiis dahil olmak iizere periferik dokularda tespit edilmistir. APJ
ayrica interlokin (IL)-2 ile aktive edilmis periferik kan mononiikleer hiicrelerinde de
ifade edilebilir (Beltowski, 2006). APJ geninin hipoksi, insiilin, stres ve
glukokortikoidler tarafindan modiile edildigi bildirilmistir (Dray ve ark, 2010).

Ilk kez sigir midesinden elde edilen apelin, APJ reseptoriiniin dogal
ligandlarindan biri olarak tanimlanmistir. insanlarda apelin geninin, 77 amino asitten
olusan preproapelin adl1 bir prepropeptidi kodladigi ve bu genin X kromozomunun
Xg25-26 bolgesinde yer aldigr belirlenmistir (Tatemoto ve ark, 1998). Sigir, insan,
sican ve fare preproapelin onciilleri %76-95 oraninda homolojiye sahiptir ve endojen
olarak dimerik bir protein olarak var olduklar1 gériilmektedir (Medhurst ve ark, 2003).
Enzimatik olarak bdliinmesinden once preproapelin molekiiliinde endopeptidazlarin
hedef aldig1 ¢esitli kesim bolgeleri bulunur. Bu bdlgelerdeki enzimatik islem
sonucunda, apelin-12 (66—77), apelin-13 (65-77), apelin-17 (61-77) ve apelin-36 (42—
77) olarak adlandirilan farkli aktif apelin yapilari ortaya ¢ikar (Hosoya ve ark, 2000;
Kawamata ve ark, 2001). Bu izoformlarin her biri kendine 6zgii biyolojik etkilere
sahiptir ve daha kisa olan formlar, APJ reseptdriinii daha yiiksek etkinlikle aktive
etmektedir. Apelin-13 ile apelin-17’nin, biyolojik etkinlik agisindan apelin-36’ya gére
AP]J reseptoriinii belirgin derecede daha fazla aktive ettigi bildirilmektedir (Chaves-
Almagro ve ark, 2015; De Mota ve ark, 2004; Kawamata ve ark, 2001). APJ
reseptoriine dogal olarak baglanan tek molekiiliin apelin oldugu kabul edilmektedir
(Simpkin ve ark, 2007).
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Apelin/APJ ekseni, kardiyovaskiiler ve metabolik bozukluklarin yani sira
oksidatif stres kaynakli inflamatuar durumlar, nérodejeneratif hastaliklar ve cesitli
solunum sistemi rahatsizliklariyla iliskilendirilmektedir (Kasai, 2011; Zhou ve ark,
2016). APIJ, bir aktivator G proteinine (Gq) ve bir inhibitér G proteinine (Gi) baglidir
ve bunlarin aktivasyonu, hidrosalin dengesinin diizenlenmesi, vaskiiler ton, kardiyak
olusum ve kasilma, anjiyogenez ve yildiz hiicrelerinin aktivasyonu gibi bir dizi
fizyolojik etkiye neden olur (Melgar-Lesmes ve ark, 2011). Immiinohistokimyasal
analizlerde, sican karacigerinde apelin i¢in pozitif boyanmanin portal ve santral
venlerin endotel tabakalarinda ve Kupffer hiicrelerinde bulundugu belirlenmistir
(Takemoto ve ark, 2001). Siroz gelisen sican karacigerinde apelin ile APJ’nin hem
hepatik yildiz hiicrelerinde hem de hepatositlerde yogun bi¢gimde bulundugunu ortaya
koymustur (Principe ve ark, 2008). Dolayisiyla, apelin/APJ sisteminin karaciger
fizyolojisi ve patofizyolojisi iizerinde dnemli etkilere sahip oldugu anlasilmaktadir

(Melgar-Lesmes ve ark, 2011).

Karaciger disinda diger organlarda da APJ ekspresyonunun varligi
gosterilmistir. Merkezi sinir sisteminde hipotalamus, talamus, orta beyin, retikiiler
formasyon, serebral korteks, bazal gangliyonlar, glial hiicreler ve beyaz cevherde
bulunurken gastrointestinal sistemde pankreasin asiner ve kanal hiicrelerinde,
adaciklardaki beta hiicrelerinde ifade edilmektedir. Midede fundus bolgesinde yogun
olarak go6zlenen APJ, duodenum mukozasinda ozellikle epitel hiicrelerinde yer
almakta, jejunumda ise ¢ogunlukla villuslarin {ist kisminda yogunlagsmaktadir. Buna
ek olarak, APJ reseptorleri kardiyomiyositlerde, vaskiiler endotel hiicrelerinde ve diiz
kas hiicrelerinde ifade edilmektedir. Apelin reseptoriine ait mRNA ise akciger endotel
hiicrelerinde, bobreklerde ve meme dokusunda bulunmustur (Antushevich ve Wojcik,

2018).

2.4.1. Apelin Peptit izoformlar:

Insanda APLN geni, 77 amino asitten olusan ve cesitli aktif peptit parcalarina
islenebilen bir prepropeptidi kodlamaktadir ve gen dizisi lic ekzon ve iki intron
icermektedir (Lee ve ark, 2000; Tatemoto ve ark, 1998). Endopeptidazlar, apelin

prepropeptidini 55 amino asitlik bir peptide ayirir, bu peptit daha sonra anjiyotensin
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doniistiiriicii enzim 2 tarafindan islenerek apelin 36, apelin 17, apelin 13 ve apelin 12
gibi cesitli biyolojik olarak aktif izoformlara doniistiiriiliir. Apelin peptit ailesi,
memelilerde noroendokrin, kardiyovaskiiler ve bagisiklik sistemleri basta olmak iizere
bircok biyolojik islevi yerine getirir. Bu cesitli etkiler, doku dagilimlarindaki
farkliliklar, biyolojik aktiviteleri ve reseptorlere baglanma afinitelerindeki degiskenlik
ile agiklanabilir (Hosoya ve ark, 2000; Masri ve ark, 2004; Kawamata ve ark, 2001).
Apelin-13, otokrin, parakrin, endokrin ve ekzokrin sinyal yollar1 araciligiyla etkili
olabilir ve olgun apelin formunun APJ reseptoriinii uyararak tetikledigi asagi akis
biyolojik aktivitelerin baslica sorumlusudur (Akcilar ve ark, 2015). Apelin
ekspresyonunun belirli kosullar, hormonlar ve inflamatuar faktorler tarafindan
diizenlenebildigini gosterilmistir. Apelin geninin ¢ikarildig1 fare modellerinde,
kardiyovaskiiler islev bozukluklarinin, retinal vaskiilarizasyonun ve goz gelisiminin
belirgin sekilde azaldig1 gézlemlenmis olup, bu durum apelinin anjiyogenez siirecinde
kritik bir rol oynadigini ortaya koymaktadir (Kasai ve ark, 2008; Sato ve ark, 2019).
APJ eksik olan fareler, anjiyotensin Il'ye kars1 daha yiiksek bir vazokonstriktor tepkisi
disinda herhangi bir ilgili fenotip gostermezler (De Mota ve ark, 2004). APJ,
anjiyotensin reseptoriine benzer, ancak APJ ifade eden hiicrelerden hazirlanan
membran preparatlari anjiyotensin II'ye baglanmaz bu da APJ'nin bilinen bir ligand1

olmayan bir yetim reseptor oldugunu diisiindiirmektedir (Matsumoto ve ark, 1996).

2.4.2. Apelin/APJ’nin Karaciger Hasarindaki Rolii

Farelerde karacigerden elde edilen HepG2 hiicre hatlarinda APJ mevcudiyeti
gosterilmistir. Bununla birlikte, apelinin karacigerdeki APJ ekspresyon seviyelerine
kiyasla daha diisiik diizeyde bulundugu gézlemlenmistir (Jeong ve ark, 2014). Bagka
bir ¢aligmada sirozlu siganlarin karaciger dokularinda apelin ve APJ ekspresyonunun
belirgin sekilde yiikseldigi ve APJ ekspresyonunun saglikli hayvanlara kiyasla
yaklagik 300 kat arttig1 bildirilmistir (Principe ve ark, 2008). APJ’nin Kupffer
hiicrelerinde eksprese edildigi ve farelerde kismi hepatektomi sonrasinda karaciger
rejenerasyonunu baskiladigi belirlenmistir (Yoshiya ve ark, 2015). Apelin ve APJ’nin
insan karaciger Kupffer hiicrelerinde ekspresse edildigi ve karaciger fibrozisi ile
sirozun ilerlemesine katkida bulundugu da gosterilmistir (Melgar-Lesmes ve ark,
2010; Yokomori ve ark, 2011).
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Apelin, obez ve insiiline direngli farelerde insiilin duyarliligini artirabilen bir
peptit olarak ortaya c¢ikmistir (Bertrand ve ark, 2015). Uzun siireli apelin
uygulamasinin, yag dokusunun miktarinda azalma sagladigi, buna karsilik iskelet
kasinda oksidatif kapasiteyi ve mitokondriyal biyogenezi destekledigi bildirilmektedir
(Attané ve ark, 2012). Buna uygun olarak ¢alismalar, apelin yoksunlugu bulunan
farelerde belirgin bir insiilin direncinin ortaya g¢iktigini gostermistir. Ayrica, bu
duyarlilik kaybinin, yiiksek yag ve yiiksek seker iceren bir diyetle beslenen farelerde
daha da belirgin hale geldigi bildirilmistir (Yue ve ark, 2010). Ayrica apelin diizeyleri
yiiksek transgenik farelerde obezite gelisimine karst koruyucu bir etki gdzlenmistir.
Bu hayvanlarda iskelet kaslarinin oksijen tiiketim kapasitesinin ylikseldigi ve
mitokondriyal biyogenezin belirgin sekilde arttig1 da rapor edilmistir (Yamamoto ve
ark, 2011). Apelin reseptorii olan APJ, aslinda farelerde bazal kosullarda karacigerde
zay1f bir sekilde eksprese edilir (Dray ve ark, 2008; O'Carroll ve ark, 2013). insanlar
tizerinde yapilan incelemelerde siroz basta olmak iizere ciddi karaciger hastaliklarinda
hepatik yildiz hiicrelerinde APJ ekspresyonunun anlamli dlclide arttigini
gostermektedir. Benzer sekilde, baska arastirmalar da ilerlemis karaciger
patolojilerinde yildiz hiicrelerindeki APJ diizeylerinin yiikseldigini dogrulayarak bu
artisgin  hastaligin  fibrotik siirecleriyle iliskili olabilecegine isaret etmektedir
(Yokomori ve ark, 2011). Boylece apelin/APJ sisteminin hem karaciger dokusunda
fibrotik siireglerin gelisimiyle hem de damar yapisinin yeniden diizenlenmesiyle
baglantili oldugu diisiiniilmektedir (Bertrand ve ark, 2018). Farkli sebeplere bagl
olarak meydana gelen karaciger hasarinda apelin ve APJ’nin rollerini aragtiran

caligmalar litaratiirde de fazla bulunmamaktadir.

FAS yolaklarinin tetiklendigi karaciger hasari modeli kullanilan farelerde,
karacigerde apelin ve APJ’ye ait mRNA diizeylerinde belirgin bir artis meydana
geldigini rapor etmistir. APJ eksikligi bulunan farelerde karaciger hasarmin ve
apoptoza iliskin degisikliklerin dikkate deger 6l¢iide azaldig bildirilmistir. Ayrica,
FAS agonisti Jo2 ile uygulamasi sonrasi yaban tipi farelerde belirgin bi¢imde aktive
olan JNK’nin bu APJ yoklugu durumunda neredeyse tamamen baskilandig
gozlenmistir (Yasuzaki ve ark, 2013). Bu durumda apelin/APJ sinyallemesinin en
azindan kismen JNK aktivasyonu yoluyla FAS kaynakli karaciger hasarini

kolaylastirabilecegini gostermektedir.
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Karaciger rejenerasyonu, belirli uyaranlarin neden oldugu adaptif bir biiylime
siirecidir ve esas olarak hepatositler basta olmak {tizere karaciger hiicrelerinin
¢ogalmasi esasina dayanir (Chen ve ark, 2011). Apelin/APJ sisteminin bloke edildigi
durumlarin fare karaciger rejenerasyonunu destekledigi bildirilmistir. APJ antagonisti
bir peptit olan F13A kullanilarak apelin/APJ sisteminin bloke edilmesi hepatositlerin
cogalmasini desteklemis, karaciger rejenerasyonunun erken evresinde Kupffer
hiicrelerinin aktivasyonunu destekleyerek TNF-a ve IL-6 salgilanmasini artirmis ve
hepatektomi yapilan fare modellerinde terapotik etkiler gostermistir (Yoshiya ve ark,
2015). Boylece apelin/APJ sistemi karaciger dokusundaki hasar yanit1 ve yenilenme
stireglerinde 6nemli bir diizenleyici olarak ortaya ¢ikmakta olup, bu nedenle karaciger
hasarinin azaltilmas1 ve rejeneratif kapasitenin desteklenmesine yonelik tedavi

stratejileri igin umut vadeden bir hedef olarak degerlendirilmektedir (Lv ve ark, 2017).

Apelin/APJ ekseninin, cesitli biyolojik yollar iizerinden bazi karaciger
hastaliklarinda goriilen yangisal siiregleri modiile edebildigi disiiniilmektedir.
Kimyasal olarak olusturulmus hipoksik kosullara maruz birakilan sican karacigerinde
apelin diizeylerinin belirgin bi¢imde yiikseldigi ve HepG2 hiicrelerinin canliliginin
anlamli Ol¢lide azaldig bildirilmistir. Ancak apelin uygulanmasini takiben hiicresel
durumun belirgin sekilde diizeldigi ve bu olumsuz etkilerin kismen geri dondiigii

gozlemlenmistir (Wang ve ark, 2022).

2.4.3. Apelin/APJ’nin Asag: ve Yukar1 Akis Faktorleri

Apelin/APJ yolunun, bogmaca toksinine duyarli G proteinleri iizerinden
isledigi ve hem hiicre kiiltirlerinde hem de fare dokularinda protein kinaz C
aktivasyonunu tetikledigi ortaya konmustur (Liu ve ark, 2015; Masri ve ark, 2002).
Apelin-36, apelin-13, apelin-17 ve pyr'Apelin-13, forskolin kaynakl siklik adenozin
monofosfat iiretimini inhibe ederek protein kinaz A yolu tarafindan iiretilen gesitli
biyolojik etkileri bloke eder (De Mota ve ark, 2000;
Habata ve ark, 1999; Medhurst ve ark, 2003). Hem apelin-36 hem de apelin-13 ayn1
hiicre ici efektorleri aktive edebilir. Ancak desensitizasyon kaliplarinda ve bagli G
proteinlerinde farkliliklar vardir (Masri ve ark, 2006). Arastirmalar, apelinin APJ
reseptOriine baglanmasinin, bir¢ok hiicrede hiicre ¢ogalmasi ve go¢ gibi aktiviteleri

tetikleyerek protein kinaz B ve hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz (ERK) yollarinin
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fosforilasyonunu artirdigini ortaya koymustur. Ayrica Akt sinyalleme yolunun hiicre
gociine katkida bulundugu gosterilmistir. ERK/Akt-p70S6K yolu hiicre ¢cogalmasina
katkida bulunur. Bu yolakta K-opioid reseptorleri ile bir heterodimerin olustugu ve
bunun ERK fosforilasyonuna yol agarak hiicre ¢ogalmasinin artmasina neden oldugu

gosterilmistir (Chaves- Almagro ve ark, 2015; Li ve ark, 2012).

APJ/apelin ekseni, NF-kB/c-Jun N-terminal kinaz (JNK) sinyal yolunu
kullanarak hiicreler aras1 adhezyon molekiilii-1’in artmasini saglar (Lu ve ark, 2010).
Ayrica, kismi hepatektomi sonrasi ve spesifik bir APJ antagonisti olan ekzojen F13A
verildikten  sonra, karaciger rejenerasyonunun STAT3 ve ERKI/2'nin
giiclendirilmesiyle arttig1, ancak fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/Akt sinyallemesinin
artmadig1 gosterilmistir. Bu sonuglar, apelin/APJ'nin farelerde kismi hepatektomiden
sonra hepatosit c¢ogalmasin1 engelledigini gdstermektedir. Ayrica, apelinin
osteoblastlarda hiicre apoptozunu engelledigi de gosterilmistir. Anti-apoptotik familya
bulunan Bcl2 protein ekspresyonunun indiiklenmesi, PI3K/AKkt sinyal yolunun aktive

olmasi ile saglanir (Alastalo ve ark, 2011; Xie ve ark, 2007)

Karaciger dokularinda apelin/APJ artisinin hipoksi ile birlikte meydana geldigi
gosterilmistir. Arastirmalar, insiilin, TNF-a, all-trans-retinoik asit ve hipoksik
kosullarin hem in vivo hem de in vitro ortamda apelin diizeylerini artirabildigini
gostermektedir. Ayrica, baz1 transkripsiyon faktorlerinin apelin  geninin
transkripsiyonu ve ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynayabilecegi bildirilmistir.
Ancak farkli dokularda veya hiicrelerde apelin/APJ ekspresyonu ayni uyarici etki ile
farkli seviyelere sahiptir (Melgar-Lesmes ve ark, 2011 ). Hipoksik ortamda, hipoksiye
duyarl faktor-la, apelin geninin birinci intronuna ve promotdrdeki hipoksiye yanit
veren bolgeye baglanarak apelin iiretiminin artmasini saglar (Ronkainen ve ark, 2007;
Eyries ve ark, 2008). Arastirmalar, apelin promotdriiniin transkripsiyonel aktivitesinin
gelismekte olan kardiyovaskiiler sistemde endotelyal miyosit gii¢lendirici faktor 2
araciligiyla yliikseldigini, buna karsin HepG2 hiicrelerinde ATF4 tarafindan
baskilandigin1 géstermektedir (Jeong ve ark, 2014; Kang ve ark, 2013).
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2.4.4. Apelin/APJ’nin Karaciger Fizyolojisi ve Patofizyolojisindeki Rolii

Karacigerde apelin/APJ ekseni, rejenerasyon siirecinde baskilayict bir etkide
bulunabilir ve Fas aracili apoptozu artirabilir. Bu sistem, hepatik fibrozis, sirozis ve
hatta karaciger kanseri gelisiminde rol oynayabilir. Apelin/APJ sinyali, JNK yolunu
aktive ederek Fas kaynakli karaciger hasarini giiclendirebilir. APJ eksikligi bulunan
farelerde, karacigerdeki apoptoz ve doku hasarmin vahsi tip farelere kiyasla belirgin
sekilde azaldig1 ve JNK aktivasyonunun ciddi 6lgiide baskilandigr gézlemlenmistir
(Yasuzaki ve ark, 2013). Arastirmalar, apelin ile TNF-a arasindaki etkilesimin
karaciger rejenerasyonunun ilerleyisinde kritik bir rol oynadigini gdstermektedir
(Fausto ve ark, 2012). Ayrica ekzojen apelin uygulamasinin siganlarda hepatik iskemi
reperfiizyon hasarini hafiflettigini bildirmistir. Bu bulgular, apelin/APJ sisteminin

karaciger rejenerasyon siirecinde rol oynadigini diisiindiirmektedir (Sagiroglu ve ark,

2012).

Karbontetrakloriir ~ verilerek  fibrozis modeli olustutulan si¢anlarda
apelin/APJ’nin bu siireci hizlandirabilecegi ifade edilmistir (Reichenbach ve ark,
2012). Benzer olarak hepatik yildiz hiicrelerinde, hipoksi veya proinflamatuar uyarilar
altinda apelin diizeylerinin yiikseldigi ve apelin uygulamasinin LX-2 hiicrelerinde
trombosit kaynakli biiyiime faktorii  reseptorii ile kolajen-I tiretimini artirabilecegi
bildirilmistir (Melgar-Lesmes ve ark, 2011). Hepatik yildiz hiicrelerinde APJ
ekspresyonunun PDGF-f tarafindan arttig1 gosterilmistir (Yokomori ve ark, 2011).

Yapilan klinik aragtirmalarda, serum apelin diizeyinin kronik karaciger
hastaliginin histolojik ve hemodinamik durumlariyla iliskili oldugunu bildirmistir
(Lim ve ark, 2016). Hipotalamik apelin seviyesinin yiiksek yagl diyetle beslenen
farelerde hepatik glikoz metabolizmasini diizenledigini bildirmistir (Drougard ve ark,
2014). Ayrica insanlarda alkolik olmayan yagli karaciger hastaliginda plazma apelin-
12 diizeyleri saglikli bireylere gore daha yiiksektir. Apelin diizeyleri ayrica karaciger
metabolik hastaliginda homeostaz modeli degerlendirme indeksi ve viicut kitle indeksi

ile pozitif korelasyon gostermistir (Lv ve ark, 2013).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Bu tez ¢alismasina, Balikesir Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan, etik acidan uygunluk onayiyla (Ek-1) baslandi. Calisma materyalini,
Balikesir Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim, Bakim, Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden temin edilen erkek, 4 haftalik, 12+5 gram agirliginda, 32 adet BALB/c
fare olusturdu. Fareler tiim c¢alisma boyunca %60-65 nemin ve 22+2 °C sicakligin

muhafaza edildigi ortamda plastik kafeslerin igerisinde, 12’ser saatlik

aydinlik/karanlik periyodu altinda barindirildi. Fareler rastgele her grupta 8 hayvan
bulunan 4 gruba ayrildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Dort farkli gruba ayrilmis kafeslerdeki fareler.
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Gruplar kontrol, alkol, yiiksek yagl diyet (YYD) ve alkol+ YYD grubu olarak
isimlendirildi. Calisma gruplar1 ve uygulamalar Tablo 3.1’de gosterilmistir. Kontrol
grubunda yer alan deneklere sadece ¢esme suyu ve ticari fare yem ad libitum olarak
verildi. Alkol grubu denekleri %20 etanol i¢eren ¢esme suyu ve ticari yem ile beslendi.
YYD grubu deneklerine ¢esme suyu ve ticari yem verilirken, alkol+ YYD grubuna ise
%20 etanol igeren ¢cesme suyu ve yiiksek yagli yem verildi. Tiim bu uygulamalar 8
hafta boyunca siirdiirildii. Deneklerin haftada bir giin olacak sekilde agirliklar1 ve

gruplarin kilo ortalamalar 6l¢iildii.

Tablo 3.1. Calisma gruplar1 ve uygulamalar.

Grup Adi Uygulama

Kontrol Cesme suyu ve ticari fare yemi

Alkol %20 etanol ve ticari fare yemi

Yiiksek yagh diyet (YYD) Cesme suyu ve % 24 yiiksek yagh yem
Alkol+Yiiksek yagh diyet %20 etanol ve %24 yiiksek yagl yem
(Alkol+YYD)

Tablo 3.2. Yiiksek yagl diyetin besin yapi taglar1 ve kalori degerleri.

Besin Yapi Taslar gr (%) keal %
Protein 24 20
Karbonhidrat 41 35

Yag 24 45
Total kcal/gr 4.73
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Calismada kullanilan yiiksek yagli yem Arden Yem Sanayi Arastirma Deney

Ticaret Limited Sirketi Ankara/Tiirkiye firmasindan temin edilmis olup yeme ait besin

bilgileri Tablo 3.2’de yem igerigi bilgileri Tablo 3.3’de sunulmustur.

Tablo 3.3. Calismada kullanilan yiiksek yagli yemin yem igerigi.

Yem Icerigi gr (%) keal %
Kazein, 90 Mesh 200 800
L-Sistin 3 1.2
Misir Nisastasi 93.5 374
Maltodekstrin 100 400
Stikroz 0 0
Fruktoz 152 608
Seliilloz, BW200 50 0
Misir Yagi 25 225
Tereyagi 177.5 1598
Mineral Karisimi S10026 10 0
Dikalsiyum Fosfat 13 0
Kalsiyum Karbonat 5.5 0
Potasyum Sitrat, 1 HO 16.5 0
Vitamin Karigimi V10001 10 40
Kolin Bitartrat 2 0
Fdc 0.05 0
Total 858.15 4057
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3.2. Hayvan Deneyinin Sonlandirilmasi ve Numunelerin Toplanmasi

Deney hayvanlarinin 6tenazileri gergekleistirilmeden 6nce 8 haftalik beslenme
periyodu sonrasinda boy ve kilolar1 dlgiilerek kayit altina alindi. Denekler isofluranla
(Isoflurane Usp %100, ADEKA) olusturulan inhalasyon anestezisi altinda
dekapitasyon yontemiyle Otenazi edildi. Anestezi altinda her bir denekten serum
tiiplerine intrakardiyak kan ornekleri alindi, +4°C’de 30 dakika bekletildi, 10 dk 5000
rpmde santrifiij edildi ve kan serumlar1 elde edildi. Elde edilen serumlar, analizler

gerceklestirilene kadar -20°C’de saklandi.

Otenazileri gerceklestirilen hayvanlardan karaciger dokular1 alindi,
makroskobik olarak herhangi bir patolojinin olup olmadigini degerlendirmek amaciyla
muayene edildi ve agirliklan tartilarak kayit altina alindi. Karaciger dokularinin bir
kism1 biyokimyasal ve molekiiler analizler i¢in -80°C’de, kalan kismi ise
histopatolojik analizler i¢in %10’luk noétral tamponlu formaldehit soliisyonuna

alinarak, analizler gergeklestirilene kadar muhafaza altina alindi.

3.3. Kan Serumu Analizleri

Deneklerden elde edilen serum orneklerinde ALT ve AST seviyeleri

otoanalizator (Randox RX Imola) ile ol¢iildii.

3.4. Karaciger Oksidatif Stres Analizleri

Deneklerden elde edilen karaciger dokularinda total oksidan seviye (TOS) ve
total antioksidan seviye (TAS) tespit etmek amaciyla dokular ISOLAB 62L1L001
cihazinda homojenize edildi ve sonrasinda 5000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Ardindan
TAS seviyelerini belirlemek amaciyla Rel Assay Diagnostics firmasinin RL0O017
referans numarali Total Antioxidant Status Assay Kit soliisyonu, TOS seviyelerini
belirlemek amaciyla Rel Assay Diagnostics firmasinin RL0024 referans numarali

Total Oxidant Status Assay Kit soliisyonlar1 kullanilarak test siireci tamamlandi. Elde
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edilen TAS ve TOS verilerinden &rneklere ait oksidatif stres indeksi (OSI) degerleri

TAS degerinin TOS degerine boliinmesi ile hesaplandi.

3.5. Histopatoloji

Notral tamponlu %10’luk formaldehit soliisyonunda 48 saat tespit edilmesinin
ardindan karaciger dokulari, akar durumdaki sebeke suyu altinda 16 saat siireyle
yikamaya birakildi. Yikamanin ardindan doku takip cihazina (Leica TP1020)
yerlestirilen dokular alkol, ksilen ve parafin istasyonlarindan gegirildi ve doku
bloklama cihazi (Leica, HistoCore Arcadia H-C) vasitasiyla parafin blok igerisine
alindi. Parafin bloklardan mikrotomla (Leica 2255) 4 pum kalinliginda kesitler
kesilerek lam lizerine alindi. Histopatolojik inceleme igin hazirlanan doku 6rnekleri
Hematoksilen ve Eozin (HE) ile boyanarak, 11k mikroskobunda (Nikon Eclipse Ni-U)
degerlendirildi. Herbir denege ait karaciger kesitleri rastgele bes farkli alandan
secilerek 20x objektif altinda incelenerek fotograflandi (DS-Ri2, Nikon).

Histopatolojik skorlama dokularda dejenerasyon, nekroz ve steatozisin varligi
kriterlerine dayanarak yapildi. Bu degisiklikler yok (0), hafif (1), orta (2) ve siddetli
(3) olarak semikantitatif olarak skorlandi. Sonrasinda herbir denege ait bu skorlar
toplanarak, ilgili hayvana ait bireysel histopatoloji skoru hesaplandi. Herbir gruba ait

histopatoloji skoru istatistiksel olarak belirlendi.

3.6. Immunohistokimyasal incelemeler

Karaciger doku kesitlerinde apelin ve APJ ekspresyonlarini1 belirlemek
amaciyla avidin- biyotin peroksidaz boyama yontemi kullanildi. Bu amagla, parafin
bloklardan 4 um kalinliginda kesitler alindi1 ve polilizinli lamlar {izerine yerlestirildi.
Kesitler boyamadan bir gece 6nce etiive konularak bekletildi, sonrasinda ksilen
araciligiyla deparafinizasyon, alkol aracilifiyla rehidrasyon islemlerinden gegirildi.
Fosfat buffer soliisyonuyla (PBS) yikamanin ardindan %0.3’liikk hidrojen peroksit
soliisyonunda 7 dakika bekletilerek, dokular iizerindeki endojen peroksidaz aktivitesi
inaktive edildi. Tekrar PBS yikama yapildi. Tespit esnasinda olusan ¢apraz baglar

nedeniyle erisimi kisitlanmis antijenlerin agiga c¢ikarilmasi amaciyla lamlar sitrat
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buffer (pH 6.0) soliisyonu igerisine aktarilarak, mikrodalga firinda (800 W) 7 dakika
1stya maruz birakildi. Ardindan lamlar soliisyon igerisinde oda sicakliginda
sogutularak tekrar PBS ile yikandi. Spesifik olmayan reaktiviteyi engellemek amaciyla
doku kesitlerine nonimmun serum (Ultra V Block, ThermoFisher, TA-125-UB)
damlatilarak 30 dakika bekletildi. Doku kesitlerinin iizerine anti-apelin ve anti-APJ
antikorlar1 Tablo 3.4’de belirtilen oranlarda PBS ile seyreltilerek damlatildi ve oda
sicakliginda 1 saat inkubasyona birakildi. PBS ile yikama islemlerinin ardindan
dokular, biyotinli sekonder antikorla (Biotinylated Goat anti Polyvalent,
ThermoFisher, TP-125-BN) oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. PBS ile (3x5
dakika) tekrar yikanan kesitlere, streptavidin peroksidaz (Streptavidin Peroxidase,
ThermoFisher, TS-125-HR) eklenerek 30 dakika muamele edildi. Tekrar PBS ile
yikama isleminin ardindan dokular iizerine kromojen (DAB, Cell Signaling, 8090S)
damlatilarak renk olusumu goézlemlendi ve en fazla 2 dakika siiresince beklendi.
Distile suyla reaksiyon sonlandirmasi yapildi ve ardindan kesitler 2 dakika 40 saniye
boyunca Mayer’s Hematoksilen igerisine daldirildi. Sebeke suyuyla yapilan yikamanin
ardindan lamlar sirastyla derigimi artarak giden alkol (%70-80-96-100-100) igerisine
daldirildi, sonrasinda iki farkli ksilen istasyonundan gegirildi ve entellan vasitasiyla

lamelle kapatildu.

Her denege ait kesitten, 20x objektif altinda 5 farkli alan rastgele segilerek
fotografland1 (DS-Ri2, Nikon). Fiji ImageJ (2.12.0) yazilimi kullanilarak, immun
reaksiyon gosteren pozitif alanin toplam alana yiizdelik oranm1 hesaplandi. Beg farkli
sahanin  ylizdelik  oranlarmin  ortalama  degeri, incelenen  denegin

immunohistokimyasal skorunu olusturdu.

Tablo 3.4. Immunohistokimyasal boyamada Kkullamlan primer antikorlar ve

diltisyonlar1.
Antikor Diliisyon Uretici Uriin/Katalog No
Apelin 1/150 Proteintech 11497-1-AP
APJ 1/300 Proteintech 20341-1-AP
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3.7. istatistiksel Analizler

Calismamizda elde edilen verilerin istatistiki analizleri Kruskal-Wallis testi
kullanilarak gerceklestirildi. Tiim veri setlerinin normal dagildiginin tespiti iizerine,
grup ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklarin bulunup bulunmadigi,
Post-hoc Mann—Whitney U testleri Holm diizeltmesi kullanilarak belirlendi.
Istatistiksel anlamlilik esigi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Hayvanlariin Kilo ve Karaciger Organ Agirhklar
Deneklere ait boy ve kilo artislarinin haftalik ortalamalar1 Tablo 4.1de

gosterilmistir. Deney sonunda deneklerin karaciger ve relatif organ agirliklar1 Tablo

4.2’de verilmistir.

Tablo 4.1. Deney hayvanlarinin deney sonundaki kilo ve boy uzunluklari ile Li indeksi

degerleri.
Kontrol Alkol YYD Alkol+YYD
Viicut Agirhigi (gr) 29.14 22.82 32.32 35.98
(n=8) 26.06 25.97 30.71 35.20
25.11 22.79 28.05 31.80
21.65 23.16 28.24 26.99
27.64 22.61 31.33 31.68
23.68 20.75 31.40 30.15
24.62 21.47 29.38 31.68
24.73 23 30.53 28.68
Boy Uzunlugu (cm) 9 8.5 9.6 10
(n=8) 9 9 9 9.5
8.5 8 9.5 9
8.5 8 9.5 8.5
9 7.5 10 9.5
8 8 9.5 9
8.5 8 9 8.5
8.5 8.5 10 9
Li indeksi 3.41 3.33 3.31 3.30
(n=8) 3.29 3.29 3.47 3.44
3.44 3.54 3.19 3.52
3.27 3.56 3.20 3.52
3.35 3.77 3.15 3.33
3.58 3.43 3.20 3.45
3.42 3.47 3.42 3.72
3.42 3.34 3.12 3.40
Li Indeksi
(Ortalama) 3.39 3.46 3.25 3.46
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Tablo 4.2. Deney sonunda deneklerin karaciger ve relatif organ agirliklart.

Kontrol Alkol YYD  Alkol+YYD
1.72 1.23 1.66 1.75
é?;ﬁfg A 1.25 1.40 1.42 170
113 133 1.20 1.55
1.06 1.45 1.29 1.09
135 13 1.28 1.48
1.34 1.49 1.53 170
1.26 121 1.24 1.53
1.14 1.49 1.43 1.48
5.90 5.39 5.13 4.86
Relatif Organ 4.79 5.39 4.62 4.82
Agirhigt
(18) 4.50 5.83 427 4.87
4.89 6.26 4.56 4.03
4.88 5.74 4.08 4.67
5.65 7.18 4.87 5.63
5.11 5.63 4.42 4.82
4.60 6.47 4.68 5.17
ig?ﬁglo(rgf&ama) 491 5.98 4.57 4.85

29



4.2. Makroskobik Bulgular

Tim gruplarin karaciger dokularinin makroskobik bakisinda herhangi bir
patolojiye rastlanmadi. Tiim deneklerin karacigerlerinin kontrol grubuna benzer

sekilde normal goriiniim, boyut ve agirlikta oldugu gortildi (Sekil 4.1).

Kontrol Alkol YYD Alkol+YYD

Sekil 4.1. Gruplara ait karaciger makroskobik goriintiileri.

4.3. Biyokimyasal Bulgular

Gruplara ait kan serumlarindaki ortalama ALT seviyeleri Tablo 4.3 ve Sekil
4.2°de, AST seviyeleri Tablo 4.4 ve Sekil 4.3’de, gruplara ait trigliserid diizeylerinin
tanimlayici istatistikleri ve gruplar arasi trigliserid seviyeleri Tablo 4.5 ve Sekil 4.4’de
gosterilmistir. Karaciger dokularindaki total antioksidan (TAS), total oksidan (TOS)
degerleri ve tiim gruplar arasinda ALT, AST ve trigliserid seviyeleri i¢in anlaml1 bir
farkliligin olmadigi belirlendi (p>0.05).
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Tablo 4.3. Deneklere ait ortalama serum ALT seviyeleri (U/L) ve Post-hoc analiz

sonuglari.

Grup Medyan (25-75p) Min-Maks
Kontrol 227.0 (201.5-242.5)* 181 — 298
Alkol 233.5 (223.5-245)* 205 - 301
YYD 203.0 (186.5-312.5)* 152 — 449
Alkol+YYD 205.5 (179-285.5)* 151 -367
500 -

450 —

400 —

350 s

300 = T :
a9 \ a -1
g a5k -1 ——
= — =

200 — mmaclemne.

150 -

100 -

S0 —
0
Kontrol  Alkol YYD Alkol+ YYD

Sekil 4.2. Deneklerin serum ALT degerleri.

31



Tablo 4.4. Deneklere ait ortalama serum AST seviyeleri (U/L) ve Post-hoc analiz

sonuglart.
Grup Medyan (25-75p) Min-Maks
Kontrol 46.5 (40.0-53.5)* 36 -56
Alkol 42 (39.0-48.3)* 36 -57
YYD 47.5 (41.0-63.0)* 28 -78
Alkol+YYD 39.5 (35.0-49.5)* 32-62

70 -~

60 -

50 -

&
1
N
N
N
b
[
\

AST (U/L)

30 —

20 —

10 —

. =

_
—
.

Kontrol Alkol YYD Alkol+ Y

<

D
Sekil 4.3. Deneklerin serum AST degerleri.
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Tablo 4.5. Gruplara gore trigliserid diizeylerinin tanimlayicr istatistikleri.

Grup Medyan (25-75p) Min-Maks
Kontrol 290.5 (220.0-339.5)* 182 -514
Alkol 264.0 (210.5-373.75)? 141 —385
YYD 163.0 (115.0-165.0) 103 -323
Alkol+YYD 211.0 (160.0-302.0)* 137 —459

Karaciger dokularindan elde edilen TAS degerleri Tablo 4.6 ve Sekil 4.5’de
TOS degerleri Tablo 4.7 ve Sekil 4.6’da sunulmustur. TAS ve TOS verilerinden
hesaplanarak elde edilen OSI degerleri Tablo 4.8 ve Sekil 4.7°de gosterilmistir. TAS
seviyeleri alkol, YYD ve alkol+YYD gruplarinda kontrol grubuna oranla anlamli
derecede disiiktii (p<0.05). Ancak alkol, YYD ve alkol+YYD gruplar1 arasinda
anlamli farklilik belirlenmedi (p>0.05). TOS seviyeleri ise kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda alkol ve alkol+YYD gruplarinda anlamli derecede yiiksekti
(p<0.05). Her ne kadar YYD grubunun TOS seviyesi kontrol grubundan yiiksek olsa

Trigliserid (mg/dL)

450

400 -

350 -

300 —

250 —

200 —

150 —

100

50 —

Kontrol Alkol YYD  Alkol+ YYD

Sekil 4.4. Deneklerin trigliserid degerleri.
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da aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Alkol, YYD ve
alkol+YYD gruplar1 arasinda TOS seviyeleri bakimindan anlamli bir fark
gdzlemlenmedi (p>0.05). OSI degerlerinin ise alkol, YYD ve alkol+YYD gruplarinda
kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05).

Tablo 4.6. Gruplara ait karaciger TAS degerleri (wumol/L).

Grup Medyan (IQR, 25-75p) Min-Maks
Kontrol 1.132 (0.954-1.305)* 0.917 - 1.330
Alkol 0.642 (0.424-0.772)° 0.355-0.935
YYD 0.705 (0.558-0.846)° 0.415-0.992
Alkol+YYD 0.610 (0.456-0.981)° 0.326 - 0.991

ab"Ayni kolonda yer alan farkli gruplara ait farkli iist simgeler gruplar arasinda

istatiktiksel olarak anlamli farkliligin oldugunu gésterir (p<0.05).

200

i
o

TAS (mmol/L)
o

Kontrol Alkol YYD Alkol+ YYD

Sekil 4.5. Gruplara ait TAS degerlerinin karsilastiriimasi.
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Tablo 4.7. Gruplara ait karaciger TOS degerleri (umol/L).

Grup Medyan (IQR, 25-75p) Min-Maks
Kontrol 0.852 (0.600-0.889)° 0.564 — 1.068
Alkol 1.284 (0.773-1.532)° 0.549 — 1.812
YYD 1.174 (0.855-1.444)® 0.673 — 1.537
Alkol+YYD 1.726 (1.060-1.857)° 0.861 — 3.872

&b Ayni kolonda yer alan farkli gruplara ait farkli {ist simgeler gruplar arasinda

istatiktiksel olarak anlamli farkliligin oldugunu gosterir (p<0.05).

ol/l.)

Kontrol Alkol YYD Alkol+ YYD !

Sekil 4.6. Gruplara ait TOS degerlerinin karsilastirilmasi.
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Tablo 4.8. Gruplara ait karaciger OSI degerleri.

Grup Medyan (IQR, 25-75p) Min-Maks
Kontrol 0.758 (0.540-0.900)? 0.424 - 0.932
Alkol 1.603 (0.812-3.196)° 0.116 — 4.310
YYD 1.291 (1.067-2.156)° 0.780 — 2.679
Alkol+YYD 2.409 (1.328-4.079)° 0.869 — 11.871
5,000
o]
425 - b
400 =i e
:‘s: b
sl T
E 250 — b
"l &
1,50 -
1,00 —
ol
0,00
Kontrol Alkol YYD Alkol+ YYD

Sekil 4.7. Gruplara ait OSI degerlerinin karsilastiriimast.

4.4. Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubundaki hayvanlarin karaciger dokularinin normal histomorfolojik

yaptya sahip olduklar1 gozlemlendi (Sekil 4.8a). Alkol grubundaki deneklerin

karacigerinde agirlikli olarak perisentral bolgede hafiften orta dereceye kadar degisen
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hidropik dejenerasyon ve nekroz ile hafif derecede yaglanma gozlemlendi (Sekil
4.8b). YYD grubundaki deneklerde 6zellikle vena sentralis ¢evresinde hafif derecede
hidropik dejenerasyon ve nekroz ile birlikte orta derecede steatozis belirlendi (Sekil
4.8c). Alkol+YYD grubundaki deneklerin karacigerlerinde ozellikle perisentral
bolgede orta seviyede dejeneratif degisiklikler gozlemlenirken hafif siddette steatozis
gorildi (Sekil 4.8d).

Sekil 4.8. Karaciger histopatolojisi. a: Kontrol, b: Alkol c: YYD, d: Alkol+YYD.

Alkol+YYD verilen deneklerde diger gruplarla karsilastirildiginda karacigerde

artmis dejenerasyon, nekroz ve steatozis. HE

Karacigerlerin histopatolojik incelemesine dair gruplara gore histopatolojik
skorlarmin tanimlayici istatistikleri ve gruplara gore hasar skorlarinin dagilim grafigi

Tablo 4.9 ve Sekil 4.9°da gosterilmistir.
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Tablo 4.9. Gruplara gore histopatoloji skorlarinin tanimlayicr istatistikleri.

Grup (n=8) Medyan (25-75p) Min—Maks
Kontrol Grubu 3.5(2.3-4.0)* 2-5
Alkol Grubu 3.0 (2.3-4.0)* 2-4
YYD 3.5(2.3-4.0)* 2-5
Alkol + YYD 5.0 (4.0-5.0)° 4-6
& o
: WL ., L
% 2 -
) =
Kontrol Alkol YYD Alkol+YYD

Sekil 4.9. Gruplara gore histopatoloji skorlarinin dagilim grafigi.
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4.5. Immunohistokimyasal Bulgular

4.5.1. Apelin Immunoreaktivitesi

Apelin immunoreaktivitesi genel olarak hepatositlerin sitoplazmalarinda ve
endotel hiicrelerinin hem sitoplazma hem de ¢ekirdeklerinde belirlendi. Calismadaki

gruplara ait 6rnek apelin immunoreaktivitesi Sekil 4.10°da gosterilmistir.

Kontrol ~ grubundaki  deneklerin  karaciger  dokularinda  apelin
immunoreaktivitesi az sayida hepatositte ve hafif derecede gozlemlendi. Apelin
immunoreaktivitesi hepatositler disinda endotel hiicrelerinde hafif derecede goriildii
(Sekil 4.10a). Alkol grubuna ait deneklerin karaciger dokularinda apelin
immunoreaktivitesi agirlikli olarak vena sentralis ¢evresindeki hepatositlerin
sitoplazmalarinda ve ortadan siddetli dereceye kadar degisen seviyelerde gézlemlendi
(Sekil 4.10b). YYD grubuna ait deneklerin karaciger dokularinda apelin
reaksiyonunun perisentral bolgedeki hepatositlerin sitoplazmalarinda ve hafifden orta
siddete kadar degistigi goriildii. Apelin immunoreaktivitesi hepatositler disinda
endotel hiicrelerinde de hafif derecede gozlemlendi (Sekil 4.10c). Alkol+YYD
grubunun karaciger dokularinda apelin immunoreaktivitesinin hem hepatositlerin

perilobiiler bolgesinde hem de endotel hiicrelerinde diger gruplara gore belirgin

derecede yiiksek oldugu saptandi (Sekil 4.10d).

Gruplara gore apelin diizeylerinin tanimlayic1 istatistikleri ve apelin
immunoreaktivitesinin tiim gruplar arasinda skorlama sonuglart Tablo 4.10 ve Sekil

4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Karacigerde apelin immunoreaktivitesi. a: Kontrol, b: Alkol, c¢: YYD,
d: Alkol+YYD. immunohistokimya.

Tablo 4.10. Gruplara gore apelin diizeylerinin tanimlayici istatistikleri.

Grup Medyan (25-75p) Min-Maks
Kontrol 3.35(0-10.3)? 0-14
Alkol 30.45 (18.6-35.6)° 5.6-108.3
YYD 17.35 (6.3-39.2)° 5.5-46.6
Alkol+YYD 79.20 (48.5-111.6)° 42.5-184.2
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Sekil 4.11. Gruplara gore apelin immunohistokimyasal skorlama sonuglari.

Kontrol grubu ile alkol grubu kiyaslandiginda alkol grubunun apelin
immunoreaktivitesinin kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu
belirlendi (p<0.05). Kontrol grubu ile YYD grubu karsilastirildiginda YYD grubunun
apelin seviyesinin kontrol grubundan daha yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.05).
Alkol+YYD grubunun apelin seviyesi kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksekti
(p<0.05). Alkol ve YYD gruplart arasinda apelin diizeyleri agisindan anlamli fark
yoktu (p>0.05). Alkol+YYD grubunun, alkol grubu ve YYD grubuna gore anlamli
derecede daha yiiksek apelin ekspresyonuna sahip oldugu belirlendi (p<0.05).

4.5.2. APJ immunoreaktivitesi

APJ immunoreaktivitesi agirlikli olarak vena sentralis ¢evresindeki
hepatositlerin sitoplazmalarinda ve endotel hiicrelerinin hem sitoplazma hem de
cekirdeklerinde belirlendi. Calismadaki gruplara ait 6rnek APJ immunoreaktivitesini

gosteren bulgular Sekil 4.12°de verilmistir.
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Kontrol grubunda karaciger dokusunda APJ immunoreaktivitesinin sinirli sayida
hepatositte ve hafif diizeyde oldugu tespit edildi (Sekil 4.12a). Alkol ve YYD
grubundaki deneklerin karaciger dokularinda APJ ekspresyonunun ozellikle vena
sentralis ¢evresindeki hepatositlerin sitoplazmalarinda orta ile siddetli derece arasinda
degisen yogunlukta oldugu saptandi (Sekil 4.12b-c). Alkol+YYD grubunun karaciger
dokularinda APJ immunoreaktivitesinin  hem vena sentralis ¢evresindeki
hepatositlerde hem de endotel hiicrelerinde diger gruplara kiyasla belirgin derecede
yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 4.12d)

Sekil 4.12. Karacigerde APJ immunoreaktivitesi. a: Kontrol, b: Alkol, ¢: YYD,
d: Alkol+YYD. immunohistokimya.

Gruplara gore APJ diizeylerinin tanimlayic1 istatistikleri ve APJ
immunoreaktivitesinin tiim gruplar arasinda skorlama sonuglart Tablo 4.11 ve Sekil

4.13’de gosterilmistir.
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Tablo 4.11. Gruplara gére APJ diizeylerinin tanimlayici istatistikleri.

Grup Medyan (25-75p) Min—-Maks
Kontrol 3.06 (0-4.4)" 0-10.52
Alkol 27.86 (20.4—39.1)b 7.14 —104.34
YYD 13.61 (9.2-16.4)° 0-30.76
Alkol+YYD 81.90 (53.2—90.8)d 34.44 —124.59
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Sekil 4.13. Gruplara gore APJ immunohistokimyasal skorlama sonugclari.

Alkol grubu, kontrol grubuyla karsilastirildiginda APJ immunoreaktivitesi
istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir (p<0.05). YYD grubunun, kontrol
grubuna kiyasla APJ ekspresyonu anlamli bir artis sergilemis olmakla birlikte, bu
artisin alkol grubuna gore daha diisiik oldugu saptanmistir (p<0.05). Alkol+YYD
grubu, kontrol grubuyla karsilastirildiginda APJ immunoreaktivitesinde belirgin bir

artis goriilmiis ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir
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(p<0.05). Gruplarin kendi aralarindaki ikili karsilastirmalar incelendiginde, alkol
grubu, YYD grubuna gore anlamli derecede daha yiiksek APJ reaktivitesi sergilemistir
(p<0.05). Alkol+YYD grubu ise hem alkol grubuna hem de YYD grubuna kiyasla APJ

reaktivitesinde istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde artig gostermistir (p<0.05).
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5. TARTISMA

Obezite ve asir1 alkol tiikketimi insanlarda karaciger hasar1 nedenleri arasinda
ilk siralarda yer almaktadir. Obezite kompleks, heterojen karakterde gelisebilen,
kronik ve ilerleyici bir hastaliktir (Lingvay ve ark, 2024). Lipid metabolizmasinin
merkezinde yer alan karaciger, obezite ile iligkili metabolik siireclerde ciddi anlamda
etkilenmektedir. Asir1 alkol tiiketimi de karaciger hasar1 olusturan 6nemli bir saglik
problemi olup uzun siireli ve ¢ok miktarda kullanimi siroza kadar ilerleyebilir (Duki¢
ve ark, 2023). Psikolojik sebeplerle kronik alkol tiiketimi siklikla obezite ile birlikte
gelisebilir ve bu durum karacigerde ciddi bozukluklarin sekillenmesine yol agabilir.
Obezite ve alkole bagl patolojilerin mekanizmalar1 genis 6l¢iide aragtirilmig olsa da
pek ¢ok yeni molekiiliin kesfiyle bunlarin farkli organ ve hiicrelerdeki etkilesimleri
yeni arastirma alanlar1 olusturmakta, ayrica terapotik potansiyelleri de dikkate
alinmaktadir. Bu ¢alismada farkli fizyolojik gorevleri tanimlanan ve bazi patolojik
stireglerde rolleri oldugu bildirilen apelin ve onun reseptorii olarak fonksiyon gosteren
APJ’nin alkol ve/ya yiiksek yagl diyetle beslenmeye bagli karaciger dokusundaki

ekspresyonlarinin arastirilmasi amaglandi.

Apelin ve APJ yaygin olarak pek cok dokuda bulunmaktadir. Bu durum
apelinerjik sistem olarak da bilinen apelin/APJ sisteminin pek ¢ok fizyolojik siirecte
rol alabilecegini diisiindiirmektedir. Yapilan ¢aligmalar bu sistemin kan basinci, viicut
stvi homeostazi, endokrin stres yaniti, kardiyak kasilma, anjiyogenez ve enerji
metabolizmast gibi dnemli siireclerde diizenleyici gorevler listlendigini gostermistir
(Hu ve ark, 2021; Wysocka ve ark, 2018). Bu fizyolojik siire¢ler disinda yangi, kalp
yetmezligi, obezite, diyabet ve kanser gibi patolojilerde de apelin/APJ sisteminin
onemli gérevler tistlenebilecegine yonelik kanitlar giin gectikge artmaktadir (Wang ve
ark, 2022).

Apelinin adipositlerde yiiksek seviyede salgilandigi bilinmektedir. Adipoz
dokudan koken alan bu peptid pek ¢ok onemli islevlerde rol alabilecek bir adipokin
olarak nitelendirilmektedir. Siganlarda apelinin beyin, kalp, akciger, bagirsak, meme

dokusu ve bobrekte yiikksek mRNA ekspresyonu gosterdigi buna karsin karaciger ve
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dalakta ise diisiik seviyede yer aldigi bildirilmistir (Lee ve ark, 2000; O’Carroll ve ark,
2000). Insanlarda benzer olarak apelin-17 ekspresyonunun karacigerde nispeten diisiik
diizeyde oldugu bildirilmis, benzer ekspresyon sekli bobrek ve pankreas icin
tamimlanmustir (De Facto ve ark, 2002). Apelin ve APJ’nin ¢ogu dokuda birbiriyle
benzer lokalizasyon sekli gdstermesi apelinin hem otokrin hem de parakrin etkiye
sahip oldugunu disiindiirmektedir. Apelinin APJ ekspresyonunu indiikledigi ve bu
nedenle apelin ve APJ ekspresyonlarinin dokularda benzer lokalizasyon gosterdigi
diisiiniilebilir. Bununla birlikte istisnalar da s6z konusu olup, testis dokusunda apelin
ekspresyonu olmasma ragmen APJ ekspresyonunun bulunmamasi ve benzer bir
durumun ovaryum dokusunda korpora luteada da gozlemlendigi bildirilmistir
(O’Carroll ve ark, 2000). Bu nedenle apelin ve APJ’nin ekspresyonlarinin
belirlenmesine yonelik calismalarin es zamanli yapilmast bu yapilarin etki

mekanizmalariin tam olarak anlasilabilmesi bakimimdan 6nemlidir.

Adipositlerden salinan bir peptid olarak apelinin obezite ve yag metabolizmasi
ile iliskisi 6nem arz etmektedir. Yapilan bir caligmada farkli dozlarda uygulanan
eksojen apelinin yem tiiketiminde ve viicut agirliginda artisa neden oldugu ve serum
diisiik dansiteli lipoprotein ve total kolesterol seviyelerinde artisa neden olurken
yiiksek dansiteli lipoprotein seviyesinde ise azalisa neden oldugu ve bu degisimlerin
doza bagl oldugu bildirilmistir (Tekin ve ark, 2017). Ayrica yiiksek yagh diyetle
beslenen insiilin direngli farelerde eksojen apelin uygulamasinin lipid
metabolizmasinda iyilesmeye yol acarak steatozisi azalttig1 ancak karacigerde apelin
ve APJ ekspresyonlarinda bir degisime neden olmadig bildirilmistir (Bertrand ve ark.,
2018). Obez genglerde apelin-12 plazma seviyesinin saglikli bireylere oranla diistigii
bildirilmistir (Tapan ve ark, 2010). Bununla birlikte baska bir ¢alismada obez kiz
cocuklarinda apelin-12 plazma seviyesi tam tersi olarak obez olmayan ¢ocuklardan
daha yiiksek olarak bildirilmistir (Ba ve ark, 2014). Benzer olarak obez ve obezite
iliskili insiilin direngli hastalarda artmig serum apelin-12 seviyesi tanimlanmistir (Krist
ve ark, 2013). Ancak farkli ¢aligmalara ait verilerin bu konuda ¢eliskili sonuglar
sunmas1 apelinin etki mekanizmasi tlizerinde belirsizlik olusturmaktadir. Apelinin
cesitli dokularda farkli ekspresyon seviyeleri gostermesi olusan c¢eliskili sonuglarin
nedeni olabilecegi bildirilmistir (Wysocka ve ark, 2018). Kalori kisitlamasi ile kilo
kayb1 gerceklesen obez insanlarda tiim apelin formlarinin serum seviyelerinde azalma

bildirilmistir ve bu durumun plazma insiilin ve TNF-a seviyeleri ile paralellik
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gosterdigi ifade edilmistir (Castan-Laurell ve ark, 2008). Insiilin ve apelin arasindaki
iligski pek ¢ok calismada bildirilmis olup bu durum apelinin enerji metabolizmasindaki
onemini gostermesi bakimmdan O6nemlidir. Insiilinin adipoz dokudan apelin
sekresyonunu uyardigi ve boylece obezite ile iliskisinin bulundugu bildirilmistir
(Boucher ve ark, 2005). Apelinin 6zellikle adipositlerde lipolizisi inhibe ettigi ve
anjiyogenezi uyarmak suretiyle adipoz doku metabolizmasinda rol oynadigi bu
nedenle de obezite iliskisinin olduk¢a yiiksek seviyelerde oldugu bildirilmistir (Yue
ve ark, 2011).

Kafeterya diyeti ile beslenen sicanlarin adipoz dokusunda artmis apelin mRNA
ekspresyonu tespit edilmis ve bu artisin C vitamini takviyesiyle tersine gevrilebildigi
ve bu nedenle de oksidatif stresin apelin ekspresyonundaki artisin ana unsuru
olabilecegi diistintilmiistiir (Garcia-Diaz ve ark, 2007). Apelinin kardiyomiyositlerde
H20:> ile gelisen oksidatif streste katalaz aktivitesinde ve mRNA ekspresyonunda
artisa neden olmasi nedeniyle apelinin antioksidan mekanizmalarda rol oynayabilecegi
sOylenebilir (Foussal ve ark, 2010). Ayrica oksidatif strese bagli olarak sekillenen lipid
peroksidasyonunun bir gostergesi olarak malondialdehit seviyesi ile birlikte apelin
seviyesinin karaciger oksidatif stres ve yangisinda paralellik gdsterdigi bildirilmistir
(Garcia-Diaz ve ark, 2007). Bu durum farkli sebeplerle gelisen doku hasarlarinin pek
cogunda oksidatif stresin ortak doku hasar1 mekanizmasini olusturmasi bakimindan
onem arz edebilir. Oksidatif stres pek ¢ok patolojik siiregte rol oynayan ortak
mekanizma olarak ortaya ¢ikmaktadir. Meydana gelen hasarin derecesine bagli olarak
hem doku hem de serumda oksidatif stres belirteclerinde degisimler
sekillenebilmektedir. Yapmis oldugumuz calismada karaciger dokusunda TAS
seviyelerinin alkol ve/ya yiiksek yagl diyet ile beslenen deneklerde kontrol grubuna
gore anlamli derecede arttig1 bulunmus, ancak bu {i¢ grup arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik gozlemlenmemistir. Karaciger dokusundaki TOS seviyeleri genel
olarak TAS seviyeleriyle ters orantili olarak sekillenmis kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli seviyede artis sadece alkol ve alkol+yiiksek yagli diyet
verilen deneklerde sekillenmis, her ne kadar sadece yliksek yagli diyetle beslenen
deneklerde de TOS seviyesinde artis gézlemlenmis olsa da bunun istatistiksel olarak
anlamlhilik gostermedigi belirlenmistir. Calismamizda TAS ve TOS degerlerinden
yapilan OSI hesaplamalar1 sonucunda, OSI degerinin alkol ve/ya yiiksek yagh diyet

ile beslenen deneklerde kontrol grubundakilere gore anlamli derecede fazla oldugu
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bulunmustur. Alkol+yiiksek yagl diyet ile beslenen deneklerin karaciger OSI
degerleri sadece alkol ve sadece yiiksek yagli diyet ile beslenen deneklerden her ne

kadar fazla olsa da olusan farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir.

Insanlarda ve deney hayvanlarinda obezite ve alkol tiiketimi iliskili
calismalarda TAS ve TOS seviyelerine yonelik yapilan incelemelerde farkli sonuglarin
elde edildigi gozlemlenmektedir. Insanlarda yapilan bir ¢alismada alkol bagimlilig:
olan hastalarin ve alkol zehirlenmesine baglh olarak 6lenlerin serum TAS ve TOS
degerlerinin saglikli bireylere oranla anlamli derecede yiiksek oldugu ancak OSI
indeksinin alkol zehirlenmesi olan hastalarin kaninda alkol bagimlisi ve kontrol
gruplarma gore anlamli derecede daha diisiikk oldugu bildirilmistir (Ptaszynska-
Sarosiek ve ark, 2024). Obez ve normal kilolu insanlarin karsilastirildigi baska bir
caligmada normal Kkilolulara gére obez bireylerin pro-oksidan oraninin anlamli
derecede daha diisiik oldugu belirlenmistir (Bozovic ve ark, 2026). Sprague-Dawley
sicanlarda yapilan bir ¢alismada etanol verilen deneklerde kontrol grubuna gore
karaciger dokusunda TAS seviyesi artarken TOS seviyesinin ise kontrol grubuna gore
anlamli derecede az oldugu tespit edilmistir (Ilhan ve ark, 2023). Sprague-Dawley
sicanlarda yapilan baska bir ¢alismada obezite olusturulan gruplarda kontrol grubuna
gore serum TAS, TOS ve OSI seviyeleri bakimindan anlamli bir farkin olusmadig

bildirilmistir (Ellidag ve ark, 2024).

Karaciger hasarinin gostergesi olarak doku ve/ya serum ALT ve AST
seviyeleri siklikla ¢aligmalarda incelenmektedir. Alkolik karaciger hasarinda serum
AST seviyesinin ALT seviyesinden iki ila li¢ kat daha yiiksek olabilecegi bildirilmistir
(Dielh, 2002). Bununla birlikte alkole bagli karaciger sirozunda ALT ve AST
seviyelerinde belirgin bir degisikligin olmadigini bildiren ¢aligmalar da mevcuttur
(Sullivian ve ark, 2002). Alkol tiiketmeyen veya giinde 40 gr’dan fazla alkol
tikketen zay1f, normal kilolu, asir1 kilolu ve obez bireylerden olusan bir ¢alismada orta
diizeyde alkol tiiketenlerde serum ALT seviyelerinin, alkol kullanmayanlara gore daha
yiiksek oldugu ancak AST degerleri arasinda anlamli bir fark olmadig tespit edilmistir
(Alatalo ve ark, 2008). C57BL/6J farelerde yapilan bir ¢alismada yiiksek yagh diyet
verilen deneklerde ALT ve AST seviyelerinin kontrol grubuna oranla daha yiiksek
oldugu bildirilmistir (Hoffler ve ark, 2009). Benzer olarak C57BL/6J fareler tizerinde
yapilan bir baska ¢aligmada yliksek yagli yemle beslenen ve ardindan gavaj ile tek doz
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(5g/kg) etanol verilen deneklerde ALT ve AST seviyelerinde anlamli artisa neden
oldugu bildirilmistir (Gao ve ark, 2017). Bizim ¢alismamizda serum ALT ve AST
seviyeleri kontrol grubu dahil tiim gruplarda birbirine benzerlik géstermis ve anlamli
bir farklilik belirlenmemistir. Bu durum alkol ve/ya yliksek yagli diyet verilen
deneklerde siddetli bir hasarin olusmadigini ve bu nedenle gruplar arasinda anlaml
farkin olugsmadigi seklinde yorumlanmustir. Histopatolojik veriler bu bulgular ile
uyumlu goziikmektedir. Benzer bir durum trigliserid verileri i¢in de gegerli olup
mevcut bulgular ile uyumludur. Bununla birlikte %60°’1 yagdan olusan yiiksek yagli
diyet ile 12 hafta boyunca beslen C57BL/6J fareler {lizerinde yapilan bir ¢alismada
obezite ve trigliserid iligkisi arastirilmis ve obez dencklerde kontrol hayvanlarina
oranla daha diisiik trigliserid seviyesinin oldugu bildirilmistir (Sun ve ark, 2022).
Bununla birlikte alkol tiiketimi serum trigliserid seviyesinde artmaya neden
olmaktadir. Trigliserid seviyesinde artigin tiiketilen alkol miktar1 ve siiresine bagli
olarak orantil1 bir artis gosterdigi bildirilmistir (Samatha ve ark, 2024). Eksojen olarak
apelinin 2 hafta boyunca giinliik intraperitoneal enjeksiyonunun, standart ve yiiksek
yagli diyetle beslenen farelerde farkli bolgelerdeki yag dokusundaki trigliserid
icerigini ve yag birikimini azalttigi, karaciger trigliserid igeriginde ve farkli
adipogenezle ilgili genlerin ekspresyonunda da Oonemli bir azalmaya yol agtigi
bildirilmistir (Yamamoto ve ark, 2011). Dolayisiyla serum apelin seviyesinin lipid
metabolizmasinda etkili oldugu ve bu nedenle de obezite ile baglantist bildirilmistir
(Liu ve ark, 2021). Serum trigliserid seviyelerinin obezite ve alkol iliskili

degisimlerine iligki daha fazla ¢aligmaya ihtiyac oldugu goziikmektedir.

Alkoliin karacigerde metabolize edilmesinde alkol dehidrogenez ve aldehit
dehidrogenazin primer rol oynadiklar1 iyi bilinmektedir. Asetaldehit ve asetat olusumu
suretiyle karacigerde trigliserid birikimine yol agarak hiicre hasarma ilerleyen bu
klasik yolak disinda alkoliin karacigerde metabolize edilmesinde rol oynayan
mekanizmalardan biri de mikrozomal etanol oksidasyon sistemidir. Bu sistemin
merkezinde sitokrom P450 2E1 (CYP2E1l) yer almaktadir ve normal sartlarda
CYP2EI1 alkol oksidasyonunun yaklasik %10’undan sorumludur (Lu ve Cederbaum,
2008). Bu enzimin karacigerde perisantral bolgede yogun bulunusu alkole bagh
karacigerde gozlemlenen hasarin bu alanda daha yogun gozlenmesini agiklamaktadir
(Ha ve ark, 2022). Yapmis oldugumuz caligmada da dejeneratif hepatositlerin agirlikli
olarak bu bolgede yer aldig1 gézlenmektedir. Bununla birlikte hem apelin hem de APJ
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ekspresyonlarinin 6zellikle santral ven ¢evresinde yer alan hepaositlerde daha fazla
sekillendigi bu ¢alismada gozlenmistir. Bu ekspresyonun kontrol grubu farelerde
bulunmadigir ancak o6zellikle hem yiiksek yagli diyetle beslenen ve alkol tiiketen
deneklerde belirgin olarak diger gruplardan daha fazla derecede sckillendigi
gozlenmistir. Daha az olmak lizere sadece yiliksek yagli diyet veya alkol tiiketen
deneklerde de az miktarda olmakla beraber apelin ve APJ ekspresyonlarinin artmis
oldugu gozlemlendi. Bu durum hepatositlerde alkoliin farkli yolaklarla metabolize
edilme siire¢lerine hem apelinin hem de APJ’nin katki sunabilecegini

distindiirmektedir.

Alkole baglh gelisen karaciger hastaliklari, yagli karaciger hastaligi,
steatohepatitis ve fibrozis/sirozis olmak iizere genel olarak 3 farkli bashik altinda
tanimlanmaktadir. Alkol kullanim doz ve siiresine bagli olarak farklilik gdsteren bu
hastalik  tablolar1 ilerleyici bir formda olup asir1 vakalarda Oliimle
sonuclanabilmektedir. Histolojik tablolar1 birbirinden farlilik gésteren bu hastaliklarda
karacigerde hepatositlerde sekillenen dejeneratif degisiklikler ve 6zellikle bozulan yag
metabolizmasina iligkin hepatositlerde sekillenen yag damlaciklarinin birikimi ve
sonrasinda gelisen yangisal hiicre aracili doku hasar1 ve en son asamada da artan
fibrozis ve yetersiz tamir ¢abalar ile sonlanan siroz gelisimi dikkati ¢ekmektedir
(Theise, 2013). Yiiksek yagl diyet de karaciger yaglanmasinin 6nemli bir sebebidir
(Nakamura ve Terauchi, 2013). Bizim g¢alismamizda sadece alkol ve alkol+yiiksek
yagl diyet verilen deneklerde hepatositlerde dejeneratif degisiklikler gozlemlenmekle
birlikte belirgin hyalin dejenerasyonu ile karakterize Mallory-Denk cisimcikleri
gozlemlenmedi. Tanimlanan bu yapilarin daha ziyadesiyle insanlarda kronik ve
yiiksek dozda kullanimu ile iligkili oldugu bilinmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda
alkolik yagli karaciger hastaligi ile uyumlu bir histolojik tablo daha ziyadesi ile

gozlemlenmistir.

Apelinin rat karacigerinde portal ve santral ven endotelleri ile Kupffer
hiicrelerinde eksprese edildigi immunohistokimyasal olarak gosterilmistir (Tatemoto
ve ark, 2001). Yapmis oldugumuz ¢alismada da kontrol grubundaki deneklerde apelin
icin benzer lokalizasyonun mevcut oldugu gozlemlendi. Ayrica hem yiiksek yagl
diyet ile beslenen deneklerde hem de sadece normal diyet ile birlikte alkol tiikketen
deneklerde tanimlanan lokalizyonlarda apelin ekspresyonunun devam ettigi ancak

bunlarin yogunlugu bakimindan ciddi bir farkin olusmadig1 gézlemlendi. Bununla
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birlikte kontrol grubunda goézlemlenmeyen bir sekilde ozellikle santral ven
cevresindeki bazi hepatositlerde daha giicli olmak {izere apelin ekspresyonu
belirlendi. Apelin ekspresyonu yiiksek yagl diyet ile birlikte alkol alan deneklerde ise
daha belirgin olup agirlikli olarak vena sentralis ¢evresindeki hepatositlerde dikkati

cekti.

Sirotik sicanlarda hem apelin hem de APJ ekspresyonunun hepatik uydu
hiicreleri ve hepatositlerde belirgin derecede arttig1, ayrica serum apelin seviyelerinin
de kontrol grubundaki deneklerden daha yiiksek oldugu ve seviyelerin hem mRNA
ekspresyonu hem de posttranslasyonal seviyelerde sekillendigi bildirilmistir (Principe
ve ark, 2008). Baska bir ¢alismada insanlarda apelinin hepatik sinuzioidal endotel
hiicrelerinde ve sinuzoitlere dogrudan baglanan prolifere arteriyel kapillarlarda
sirozun erken evresinde hafif seviyelerde, son evrede ise prolifere arteriyel kapillar
damarlarda yiiksek seviyede eksprese edildigi bildirilmistir (Yokomori ve ark, 2012).
Benzer olarak insanlarda sirozlu hastalarda hepatositlerdeki APJ ekspresyonu oldukca
yiiksek olarak bulunmustur (Melgar-Lesmes ve ark, 2011). Bu bulgular bozulan
hepatik fonksiyon ile apelin ekspresyonu arasinda bir iliskinin bulundugunu

gostermektedir.

Apelin yangisal siireglerde ¢ift yonlii bir etkilisim gosterebilmektedir. TNF-a.
gibi proinflamatuvar sitokinlerin apelin ekspresyonunu artirrdig1 buna karsin apelinin
bazi kosullarda yangisal mediatorleri baskiladigi bazi durumlarda ise tam tersi
artirabildigi bildirilmistir. Bu durum apelinin etkilerinin baglanma ve hiicre tipine
bagl oldugunu gostermektedir. insan hepatik uydu hiicrelerinden koken alan LX-2
hiicrelerinde proinflamatuvar maddelerin apelin gen ekspresyonunda artisa neden
oldugu bildirilmistir (Melgar-Lesmes ve ark, 2010). Ayrica kan pulcuklarindan koken
alan biiyiime faktorii ve proinflamatuvar sitokinlerin hepatik uydu hiicrelerinde APJ
asir1 ekspresyonuna neden oldugu ve boylece vaskiiler yeniden sekillendirme suretiyle
fibrogeneze katki sagladigi bildirilmistir (Y okomori ve ark, 2011). Bir APJ antagonisti
olan F13A’nin ratlarda karbontetrakloriir ile olusturulan fibrozis modelinde hepatik
kolajen miktarin1 azalttig1 ve boylece fibrozisi engelledigi ayrica ortalama arteriyel
basinci ve portal basinci iyilestirdigi bildirilmistir (Reichenbach ve ark, 2012). Bizim
calismamizda kontrol grubu ile karsilastirildiginda alkol ve/ya yiiksek yagh diyetle
beslenen deneklerde benzer ekspresyon paternleri gézlemlenmistir. Calismamizda

olusturulan karaciger hasar1 yaglh karaciger ile sinirli kalmis ve belirgin bir yangisal
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yanit gdzlemlenmemistir. Bu nedenle ilgili hiicrede kullanilan immunohistokimyasal
boyama yonteminin limitleri de goz 6niine alindiginda gézlemlenebilen bir ekspresyon
degisikligi hem apelin hem de APJ i¢in olusmamistir. Bununla birlikte hepatositlerde
belirgin degisiklikler tespit edilmistir.

Calismamizda alkol tiiketimine bagl olarak karaciger relatif organ agirliginda
kontrol grubuna oranla anlamli bir artisin olustugu belirlendi. Ancak yagli diyet ve
alkol+yiiksek yagli diyetle beslenen dencklerde relatif organ agirligi bakimindan
anlamli bir yiikselme belirlenmedigi gibi kismi diislisiin oldugu tespit edildi. Bu
durumun daha ziyadesi ile yliksek yagli yemin yem tiiketim miktarinin goreceli olarak
normal yeme oranla daha az olmasi sebebiyle sekillenebilecegi diisiiniilmiistiir.
Obezite ve apelin ekspresyonu iizerine yapilan ¢alismalar dolasimdaki apelin seviyesi
ile viicut kitle endeksinin her zaman uyumlu olmadigin1 ve bu nedenle obezitenin tek
basina artan serum apelin seviyesinden sorumlu olamayabilecegini gostermektedir
(Castan-Laurell ve ark, 2008). Biz ¢alismamizda serum apelin seviyesini belirlemedik.
Bununla birlikte yiiksek yagli diyet ve/ya alkol tiitetimine bagli olarak karacigerde
artmig apelin ve APJ ekspresyonunu tespit ettik. Calismamizdan elde edilen bulgular
apelin ve APJ’nin karaciger patolojisinde 6nemli rolleri olabilecegini gostermesi

bakimimdan onem arzetmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada BALB/c farelerde alkol tiikketimi ve/ya yiiksek yagli diyetle
beslenmeye bagli olarak karaciger dokusunda meydana gelen histopatolojik
degisikliklerin ve bir adipokin olan apelin ve onun reseptorii olan APJ’nin

ekspresyonunun immunohistokimyasal olarak belirlenmesi amaglanmistir.

Calismada alkol ve/ya yiikksek yagli diyetle beslenmeye bagli olarak
karacigerde hepatositlerde dejenerasyon ve steatozis ile karakterize degisikliklerin
sekillendigi belirlendi. Meydana gelen degisikliklerin alkol ile birlikte yiiksek yagl
diyetle beslenen deneklerde diger gruplardan daha siddetli sekillendigi tespit edildi.
Bu histopatolojik tablo ile wuyumlu olarak karacigerde apelin ve APJ
immunoreaktivitelerinin alkol ve/ya yiiksek yagli diyetle beslenen deneklerde arttigi
belirlendi. Apelin ve APJ immunoreaktivitesinin dzellikle perisantral bolgede yer alan
hepatositlerde artis gostermesi hem apelinin hem de APJ’nin karacigerde onemli
fonksiyonlar1 olabilecegini diisiindiirmektedir. Oksidatif stresin gostergeleri olarak
calismada karaciger dokusunda TAS, TOS ve OSI degerlerindeki degisimler alkol
ve/ya yliksek yagli diyete bagli hiicre hasarinda reaktif oksijen tiirlerinin rol oynadigin
ve apelin/APJ sisteminin bu siiregle ilgili etkilesimde olabilecegi yoniinde ipuglari

sunmaktadir.

Oksidatif stresin farkli etkenlere bagli olarak gelisen patolojilerde ortak yolak
olarak etki gosterdigi ve meydana gelen karmasik siireglerin yiiriitilmesinde de pek
cok molekiiler yapinin devrede oldugu bilinmektedir. Apelin ve APJ bir¢cok dokuda
yaygin olarak bulunmaktadir ve yangi dahil pek ¢ok patolojik siiregte rol oynadig
bildirilmistir. Bununla birlikte spesifik etki mekanizmalarina yonelik bilgiler heniiz
gelisme asamasindadir. Karacigerin fonksiyonel yogunlugu dikkate alindiginda apelin
ve APJ’nin bu dokudaki gorev ve patolojik siireglerdeki rollerinin daha derinlemesine

calisilmaya ihtiya¢ vardir.
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