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OZET

YOLADI, F.B., Sicanlarda Subakut Alkol Kullanimina Bagh Gelisen Karaciger
Fibrozisinde Idebenon ve Koenzim Q10’un Etkisinin NLRP3 inflamazom
Aktivitesi Uzerinden Incelenmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Farmasotik Toksikoloji Programm Doktora Tezi, Ankara, 2024. Ciddi
bir saglik sorunu olan karaciger fibrozisinin temel nedenlerinden biri asir1 miktarda
kronik alkol tiiketimidir. Kosullara bagli olarak geri dondiiriilebilir bir siire¢ olan
karaciger fibrozisin ilerlemesini yavaslatabilen, durdurabilen veya tersine ¢evirebilen
anti-fibrotik tedaviler olduk¢a ©Onemlidir. Kronik etanol tiiketimi, asir1 NLRP3
inflamazom aktivasyonu yoluyla karaciger hasarini tetikler. Koenzim Q10 (CoQ10)
ve onun sentetik analogu olan idebenonun (IDE) giiclii antioksidan aktiviteye sahip
olduklar1 bilinmektedir; ancak, CoQ10 ve IDEnin etanole bagli karaciger fibrozisinde
NLRP3 inflamazom yolagi lizerindeki hepatoprotektif etkileri arastiritlmamistir. Bu
doktora tez ¢alismas1 kapsaminda, CoQ10 ve IDE un etanoliin neden oldugu karaciger
fibrozisine kars1 koruyucu etkilerinin siganlarda NLRP3 inflamazom yolag: iizerinden
arastirilmast amacglanmistir. 30 glin boyunca kademeli olarak artan dozlarda (2-6
g/kg/glin) oral etanol wuygulanarak Wistar sicanlarda karaciger fibrozisi
olusturulmustur. Fibroz olusturulan siganlarda CoQ10'un (10 ve 20 mg/kg) ve IDE’un
(50 ve 100 mg/kg) etkileri hepatotoksisite serum belirtecleri (ALT, AST, GGT, ALP
ve TBIL) ve doku oksidatif stres belirtegleri olan siiperoksit dismutaz aktivitesi (SOD)
ve glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA) diizeyleri degerlendirilmistir. Karaciger
dokusunda fibrozisi histopatolojik olarak degerlendirmek i¢in Masson'un trikrom
boyamasi kullanilmistir. Molekiiler analiz i¢in TGF-f, NF-«xB, IL-1, IL-18, NLRP3
ve kaspaz-1'in mMRNA ekspresyonlart RT-PCR yontemiyle 6l¢iilmistiir. Elde edilen
bulgular, etanol maruziyetinin hepatotoksisiteye yol agarak NLRP3/kaspaz-1/IL-1
yolagmi aktive ettigini gostermistir. CoQ10 ve IDE’nin ise degerlendirilen tiim
parametrelerde doz bagimli bir iyilesmeye neden oldugunu ancak CoQ10’un daha
etkili oldugunu gostermistir. Sonuglar, CoQ10 ve IDE’nin, NLRP3 aktivasyonunun
inhibisyonu yoluyla etanoliin neden oldugu karaciger fibrozisini 6nledigi yoniinde

yorumlanmustir.

Anahtar kelimeler: Etanol, karaciger fibrozisi, koenzim Q10, idebenon, NLRP3
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ABSTRACT

YOLADI, F.B., Investigation of the Effects of ldebenone and Coenzyme Q10 on
Liver Fibrosis Due to Subacute Alcohol Use in Rats through NLRP3
Inflammasome Activity, Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences, Pharmaceutical Toxicology Program PhD Thesis, Ankara, 2024. One of
the main causes of liver fibrosis, a serious health problem, is excessive chronic alcohol
consumption. Antifibrotic treatments that can slow, stop or reverse the progression of
liver fibrosis are very important. Chronic ethyl alcohol consumption triggers liver
damage through excessive NLRP3 inflammasome activation. Coenzyme Q10
(CoQ10) and its synthetic analogue idebenone (IDE) are known for their strong
antioxidant effects. However, the hepatoprotective effects of CoQ10 and IDE on the
NLRP3 inflammasome signalling pathway in ethyl alcohol-induced liver fibrosis have
not yet been investigated. Liver fibrosis was induced in Wistar rats by oral
administration of ethyl alcohol in gradually increasing doses (2-6 g/kg/day) over 30
days. The effects of CoQ10 (10 and 20 mg/kg) and IDE (50 and 100 mg/kg) on serum
markers of hepatotoxicity (ALT, AST, GGT, ALP ve TBIL) and markers of tissue
oxidative stress (superoxide dismutase, glutathione and malondialdehyde) were
investigated in rats with fibrosis. Masson's trichrome staining was used to visualize
fibrosis in liver tissue. For molecular analysis, mMRNA expressions of TGF-f3, NF-«B,
IL-1B, IL-18, NLRP3 and caspase-1 were measured by RT-PCR method. The findings
showed that ethyl alcohol exposure activated the NLRP3/caspase-1/IL-1p pathway,
causing hepatotoxicity. It was shown that CoQ10 and IDE caused a dose-dependent
improvement in all evaluated parameters, but CoQ10 was more effective. The results
were interpreted that CoQ10 and IDE prevented ethyl alcohol-induced liver fibrosis
through inhibition of NLRP3 activation.

Keywords: Ethanol, liver fibrosis, coenzyme Q10, idebenone, NLRP3
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1. GIRIS

Alkoller kimyasal olarak alifatik hidroksil gruplarindan olusan bilesiklerdir.
Kimyasal formiilii CH3CH2OH olan etanol (etil alkol) ise alkollii igecek yapiminda
kullanilan bir alkoldiir (1, 2). Alkollii i¢ecekler olarak etanol diinyanin bir¢ok yerinde
yaygin tiikketilmektedir ve asiri, kronik etanol tiiketimi ciddi bir kiiresel halk sagligi
sorunudur (3). Diinya Saglik Orgiitii'ne (DSO) gére kronik etanol tiiketimi kalp,
gastrointestinal sistem ve karaciger gibi organlar etkileyen 200'den fazla hastalikla
iliskilidir (3, 4). Etanol mide ve bagirsaklardan absorbe edildikten sonra tiim sivi
kompartmanlarinda esit dagilir ve portal ven araciligiyla karacigere gelir (5). Etanoli
metabolize eden enzimler, karacigerde yliksek oranda bulundugu i¢in karaciger etanol
metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar (5, 6). Biyotransformasyon sirasinda etanoliin
oksidasyonu sonucu ana metabolit olan asetaldehit agiga ¢ikar. Kronik zehirlenme olan
alkolizmde olusan doku hasarinin ¢ogu, yiiksek dozlarda etanol alindiktan sonra
karacigerde biriken ve kana salgilanan asetaldehitten kaynaklanmaktadir. Asetaldehit
son derece toksik ve reaktif bir molekiildiir. Mitokondrial oksidatif fosforilasyonun
bozulmasina, serbest aminoasitlere baglanarak enzim inhibisyonuna ve mikrotiibiiler
protein atiliminda bozulmaya neden olur (7). Okside/rediikte glutatyon dengesinde ve
antioksidan mekanizmalarda bozulma, lipid peroksidasyonu ve serbest radikal artigina
neden olarak oksidatif etki yapar. Lipid peroksidasyonu sonucu hiicre membraninin
kalsiyuma gegirgenligi artar, hiicre i¢inde kalsiyum birikimi olur ve bu olaylar sonucu
yaglanmig karacigerde inflamasyon ve fibrozis baglar (8, 9). Karaciger fibrozisi,
karmasik bir patogenezi olan ciddi bir saglik sorunudur(10) ve siklikla asirt alkol
tiketiminden kaynaklanir (11). Hepatik yildizs1 hiicreler (Hepatic stellata cells,
HSC'ler), karaciger fibrozunun baslangicinda 6nemli bir rol oynar (12). Normal
karacigerde HSC’ler aktif degildir. Etanol metabolizmasinda meydana gelen lipid
peroksidasyon fiirtinleri, reaktif oksijen bilesikleri ve ¢esitli toksik ksenobiyotiklerin
etkisiyle aktive olurlar (8, 9). Buna ek olarak oksidatif stres sirasinda reaktif oksijen
bilesikleri Kuppfer hiicrelerini stimiile ederek HSC aktivasyonunu indiikleyebilir ve
fibriler kollajen ve fibronektin gibi ¢ok cesitli kemokinler ve hiicre digi matriks
(Extracellular matrix, ECM) proteinleri, hareketsiz HSC aktivasyonundan sonra
salinir, karaciger hasariyla uyarilir ve bunu karacigerde fibroz gelisimi takip eder (13,

14). Hepatit B viriis (HBV) veya hepatit C viriis (HCV) enfeksiyonu, safra tikaniklig



veya alkol bagimligi olan bazi hastalardaki birgok klinik arastirmada ve kemirgenlere
alkol veya karbon tetrakloriir (CCls) uygulamasi veya safra kanali ligasyonu gibi
deneysel model olusturma c¢alismalarinda hepatik fibrozisin geri dondiiriilebilir
olabilecegini gosterilmistir (15-17). Karaciger fibrozisi, ilerleyici olmadigi ve siroza
yol agmadig siirece geri dondiiriilebilir bir siirectir. Fibrotik yanita neden olan etkenin
ortadan kaldirilmasi, karaciger ileri siroz agamasinda olmadigi siirece fibrozisin
gerilemesine yardimci olur (18, 19). Dolayisiyla fibrozisin ilerlemesini yavaslatabilen,
durdurabilen veya tersine ¢evirebilen anti-fibrotik tedaviler 6nem arz etmektedir.
Inflamazomlar, enfeksiyona neden olan mikrobiyal molekiillere ve konakg1
proteinlere maruz kaldiktan sonra inflamasyonu baslatan ¢oklu protein
kompleksleridir (20, 21). Hemen hemen tiim tehlike sinyali tiirlerini taniyabilen
niikleotid bagli oligomerizasyon alani (nucleotide-binding oligomerization domain,
NOD), 16sin zengini tekrarlar (leucine-rich repeats, LRRs) ve pirin alan1 (pyrin-
domain) igeren protein 3 (NLRP3) inflamazomlari, giinlimiize kadar iizerinde en ¢ok
caligilan inflamazomlardir (21). NLRP3 inflamazomlari patojen iliskili molekiiler
kaliplar (pathogen-associated molecular patterns, PAMP) ve hasar iliskili molekiiler
kaliplarin (damage-associated molecular pattern molecules, DAMP) yer aldigi
hiicelerde endojen sinyaller tarafindan aktive edilir (20, 22). NLRP3 aktivasyonu,
kaspaz-1 aktivasyonu yoluyla hepatik steatoz, fibroz ve siroza katkida bulunan
interlokin (IL) 1B ve IL-18 salinimina yol acar (22-24). Inflamazomlar hepatositlerde,
karaciger siniizoidal endotel hiicrelerinde, hepatik y1ldizs1 hiicrelerde ve makrofajlarda
aktif olarak eksprese edilir. Karacigerdeki patojenlere ve tehlike sinyallerine karsi
savunma i¢in gerekli olan inflamazom aktivasyonunun asirisi, c¢esitli karaciger
hastaliklarinin patogenezinde rol oynar (22, 25, 26). Kronik etanol tiiketimi, asirt
NLRP3 inflamazom aktivasyonu yoluyla karaciger hasarini tetikler. Bu toksisite
mekanizmasi ile etanol kaynakli hepatotoksisite tedavisi igin NLRP3 inflamazom
yolunu hedef alan gesitli stratejileri gelistirilmis ve rapor edilmistir (22, 23, 27).
Koenzim Q10 (CoQ10), mitokondriyal solunum zincirinde bir elektron
tastyicist olarak islev géren endojen, yagda ¢oziinebilen bir benzokinondur (28, 29).
CoQ10 hepatoprotektif potansiyele sahip gii¢lii bir antioksidandir; dolayli ve dogrudan
serbest radikalleri temizleyebilir ve boylece hiicre zarlarinda lipit peroksidasyonunun

baslatilmasini ve yayilmasini 6nleyebilir (30-37). CoQ10'un sentetik bir analogu olan



idebenon (IDE) da giiclii antioksidan aktiviteye sahiptir ve bu sayede cesitli
mekanizmalar yoluyla organ hasarina karst koruma saglar (38-40). Bununla birlikte,
kronik etanol maruziyetinin neden oldugu asir1 inflamazom aktivitesine ve karaciger
fibrozisine kars1 IDE ve/veya CoQ10'un olas1 koruyucu etkileri incelenmemistir. Cok
az ¢alisma CoQ10'un inflamazomlarla iliskisine odaklanmistir; ancak bu ¢aligmalarda
CoQ10'un alkole bagl karaciger fibrozisinde hepatoprotektif etkileri arastirilmamigtir
(41, 42). Bu nedenlerle, sunulan bu tez ¢alismasi kapsaminda si¢anlarda olusturulan
etanol kaynakl1 karaciger fibrozis modelinde IDE ve CoQ10’un kars1 koruyucu etkileri

NLRP3/kaspaz-1/IL-1B yolag1 lizerinden degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Etanol

Alkoller kimyasal olarak alifatik hidroksil gruplarindan olusan bilesiklerdir.
Kimyasal formiili Sekil 2.1°de verilen etil alkol (etanol, CH3-CH2-OH) molekiil
agirlig1 46,07 g/mol olan primer alkollerden biridir. Kaynama noktasi 78,5°C, erime
noktast -114°C ve yogunlugu 0,789 g/cm®tiir. Etanol renksiz, kendine has kokulu,
ucucu ve yanici bir stvidir. Etanoliin cilt antiseptigi olarak kullanilmasi disinda, etken
madde olarak ¢ok 6nemi yoktur; beseri tibbi iiriinler i¢erisinde yardimci maddeler
simifinda yer alir. Diger taraftan, alkollii igeceklerin iginde olmasindan dolay:r bu

seklinde kullanildig1 i¢in baz1 kisiler i¢in ilagtan daha sik kullanilir (1, 2).
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H—Ll:—f.l';—d
H H

Sekil 2.1. Etanoliin kimyasal yapist.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore, alkol bagimlilig: diinyada yilda
tic milyon 6liime neden olan ¢ok biiyiik sosyal, ekonomik ve klinik sonuglar1 ile
kiiresel bir halk sagligi sorunudur (43). Asiri alkol tiiketimi karaciger, beyin,
kardiyovaskiiler sistem, endokrin sistemi, sinir sistemi veya gastrointestinal sistem
gibi birgok organ ya da sistemi etkilemektedir (44-47). Bununla birlikte, etanol
biyotransformasyonunun birincil veya esas bolgesi olan karaciger, en erken maruz

kalan ve en biiyiik doku hasar1 olusan organdir (48).
2.1.1. Etanoliin Oral Absorbsiyonu

Primer alkollerin oral absorpsiyonu agiz mukozasindan baglar. Oral yoldan
alindiktan sonra etanol, gastrointestinal sistemden pasif difiizyonla hizli bir sekilde
kolayca emilir. Etanolin kiigiik molekiilli olmast ve iyonize olmamasi
absorbsiyonunun hizli gergeklesmesine sebep olur. Kandaki en yiliksek etanol
konsantrasyonuna genellikle 30-90 dakika igerisinde ulasilir (49). Tiiketilen etanoliin

yaklasik %20’si mideden emilirken geri kalan kisim ince bagirsaktan absorbe edilir.



Duodenum ve jejunumda emilim orani daha hizlidir. Bu nedenle mide bosalma hizi,
etanoliin mide-bagirsak kanalindan emilim hizin1 diizenlemede 6nemli bir faktordiir.
Eger mide dolu ise mideden absorbsiyon yavaslar ve bu durumda mide bosalma siiresi
uzayacagindan ince bagirsaga gecis gecikir. Dolayisiyla etanol ag¢ karnina
tiiketildiginde doruk plazma konsantrasyonuna daha hizla ulasilir (1, 50). Ince
bagirsaga gecen etanoliin tamami buradan absorbe edilir ve bu nedenle alkol kolona
ulasamaz (1). Konsantrasyon gradyani sebebiyle etanoliin emilim hizi, tiikketilen alkol
konsantrasyonu ile iligkilidir. Alkol igerigi %20-30 arasinda olan igecekler en hizli
sekilde emilirken, alkol igerigi yliksek olan igecekler daha yavas emilir; ¢ilinkii, %30'un
tizerindeki alkol iceriginde mide mukozasi tahris olur, mukus salgist artar ve mide

bosalmasi yavaglar (49, 51).
2.1.2. Etanoliin Dagilimi

Etanol, plazma proteinlerine baglanmaz ve viicutta tiim s1vi kompartmanlarina
kolayca difiize olur. Anne siitiine, plasentaya ve fotal dolasima geger. Diistik lipid/su
partisyon katsayis1t nedeniyle yag dokusunda toplanmaz. Kadinlarda genellikle viicut
yag orani daha yiiksek oldugu icin erkeklere gore etanoliin sanal dagilim hacmi daha
kiigtiktiir. Kadinlara, viicut agirliginin kg't basina gram (g) cinsinden ayni dozda alkol
verildiginde, kandaki en yiiksek alkol diizeyleri erkeklerden daha yiiksek olur; ancak,
viicut sivisinin litresi basina ayni dozda verildiginde herhangi bir farklilik ortaya

¢ikmaz (1, 5, 52).
2.1.3. Etanoliin Biyotransformasyonu

Gastrointestinal kanaldan emilen etanoliin %10'dan az1 nefes, ter ve idrarla
atilir. Dolayisiyla emilen alkoliin %90'dan fazlas1 viicutta dolasir ve sonunda portal
ven yoluyla karacigere taginir (5). Etanoliin biyolojik etkileri metabolizmasi ile
yakindan iligkilidir (53). Etanol biyotransformasyonunda rol alan enzimler,
karacigerde yiiksek oranda bulunur. Dolayisiyla karaciger, etanol metabolizmasinda
olduk¢a onemlidir ve etanol karacigerde, oksidatif ve oksidatif olmayan yollarla
biyotransforme edilir (6). Alinan etanoliin %90’indan fazlas1 hepatik etanol
oksidasyonu yoluyla metabolize edildigi i¢cin oksidatif yol, alkol metabolizmasi i¢in

ana yoldur ve iki asamadan olusur (54). Ilk &nce, etanoliin oksidatif



metabolizmasindan sorumlu ana enzim olan alkol dehidrojenaz (ADH) tarafindan
etanol asetaldehite oksitlenir (5, 55). Oksidatif yoldaki ikinci adim, asetaldehitin
aldehit dehidrojenaz (ALDH) tarafindan hizli bir sekilde asetata doniistiiriilmesini
icerir. Olusan asetat ise periferik dokularda karbondioksit (COz), yag asitleri (fatty
acids, FA) ve suya (H20) metabolize edilir (5). Ayn1 zamanda etanol oksidatif yolda
sitokrom P450 (CYP) enzimlerinin olusturdugu mikrozomal etanol oksitleyici sistem
(MEOS) tarafindan da metabolize edilir ve bu sistemdeki enzimler etanol
metabolizmasinin yaklasik %10’undan sorumludur (56). Etanol metabolizmasinin ilk
fazinda yer alan CYP2E1’in ana CYP enzimi oldugu diisiiniilmektedir (57). CYP2EL,
nikotinamid adenin dintikleotit fosfat (NADPH) ve oksijen (O2) kullanarak etanolii
asetaldehite ve ardindan asctaldehiti asetata doniistiiriir. Asetaldehit, etanoliin
toksisitesine onemli 6l¢iide katkida bulunan reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretir (58).

Etanol + NAD" — Asetaldehit + NADH + H" (alkol dehidrojenaz)

Etanol + H,O2 — Asetaldehit + 2 H>0 (katalaz)

Etanol + O, + NADPH — NADP™ + asetaldehit + asetat (CYP2E1)

CYP2EL1 uyarilabilir bir enzim oldugu icin kronik etanol tiiketimi sirasinda
hepatoseliiler igerigi artar (59). CYP2EI indiiksiyonu kronik etanol tiiketenlerde
metabolik tolerans gelistirir; yani daha 6nce daha az alkollii i¢ecek ictikten sonra
olusan merkezi sinir sistemi etkisine (sarhosluk diizeyine) ulasmak i¢in daha fazla
alkol i¢ilmesi gerekir. Ayrica, daha yiiksek CYP2EI1 seviyeleri nedeniyle hizlanan
alkol metabolizmasi, karaciger hiicrelerini metabolik tehlikeye sokar; cilinkii, daha
fazla CYP2EI daha fazla asetaldehit iiretir ve oksidatif stres meydana gelir (59). ROS
iiretim hizi, karacigerin bunlar1 glutatyon (GSH) ve E, A ve C vitaminleri gibi dogal
antioksidanlarla notralize etme veya antioksidan enzimler kullanarak bunlar1 ortadan
kaldirma kapasitesini asar ve karaciger hasarinin ortaya ¢ikmasina ve ilerlemesine
neden olur (60). Etanoliin oksidatif olmayan metabolizmasi ise, etanol
biyotansformasyonunun kii¢iik bir boliimiinii olusturur; farkli enzimler tarafindan
cesitli endojen metabolitlere oksidatif olmayan bir sekilde etanol metabolize edilir.
Ornegin, etanoliin yag asitleriyle reaksiyonu sonucu yag asidi etil ester (fatty acid ethyl
ester, FAEE) sentaz enzimi tarafindan katalize edilen bir reaksiyon gerceklesir ve

FAEE'ler olarak bilinen molekiiller olusur veya fosfolipaz D (phospholipase D, PLD)
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enzimi ile gerceklesen reaksiyon sonucu, fosfatidil etanol olarak bilinen bir fosfolipid

olusur (6). Sekil 2.2.’de etanol biyotransformasyonu gosterilmistir.

Oksidatif Olmayan Yolak
FAEE <. Ycaostlen
Asetaldehit
Peth <.t fesfatdilkolin_
+ glukronik asit
EtG <---oo-mommme Asetaldehit
Ets  <o.ioif ]

Sekil 2.2. Karacigerde alkol metabolizmasi (61).

ADH, Alkol dehidrogenaz; ALDH, Aldehit dehidrogenaz; EtG, Etil glukuronid; EtS, Etil siilfat; FAEE,
yag asidi etil esteri; Peth, Fosfatidiletanol; ROS,

2.1.4. Etanoliin Eliminasyonu

Absorbe edilen etanoliin cogunlugu (~%98) biyotansformasyon ile viicuttan
uzaklastirilirken, kiiciik bir kismi ise (%2-5) degismeden idrarla, terle veya nefesle

itrah edilir (1).
2.1.5. Etanoliin Toksisitesi

Etanoliin toksisitesi genel olarak akut toksisite ve kronik toksisite olmak iizere

iki kisimda incelenmektedir.
Akut Etanol Toksisitesi

Akut alkol zehirlenmelerinin temel sebebi yliksek miktar alkol alim1 olsa da
hipnotik ilaglarla, anksiyolitiklerle veya narkotik analjeziklerle birlikte alkoliin mutad
miktarlarda alinmasi da zehirlenmelere sebep olabilir. Alinan alkol miktarina gore asiri

sarhosluk veya alkol komasi seklinde kendini gosterir (1).



Hafif orta zehirlenmede; yargi bozukluguna, disinhibisyona, ajitasyona ve
bazen saldirganliga yol acar. Hastalarda bulanti, kusma, karin agrisi, bas agris1 ve bas
donmesi, nistagmus, ataksi, diplopi, logore (tutarsiz konuskanlik), konsantrasyon ve
durus bozuklugu, konflizyon ve konusma bozuklugu gozlemlenir. Siddetli
zehirlenmede; uyku hali, koma, ndbetler, solunum bozuklugu, hipotansiyon,
bradikardi, hipotermi ve hipoglisemi ortaya cikabilir. Goz bebegi kiigiilebilir ve
hastalar hareketsizlikten rabdomiyoliz riski altindadir (1, 62).

Etanoliin depresan néropsisik etkileri iyi bilinmektedir ve bu etki gama-
aminobiitirik asit (GABA)-A reseptorleriyle iliskilidir. Bu reseptorler, memeli merkezi
sinir sistemi i¢inde hizli ndronal tepkiler saglayan ligand bagimli transmembran iyon
kanallar ailesine aittir. Cogu GABA-A reseptorii postsinaptiktir ve 19 farkli alt tipi
bulunmaktadir. GABA-A inhibitér bir norotransmitterdir. GABA-A reseptoriiniin
postsinaptik noron iizerindeki etkilerinden dolay1 inhibitor bir nérotransmitter olarak
siiflandirilir. Bu nedenle, etanoliin GABA-A reseptoriiniin a-alt iinitesine baglanmasi
allosterik modiilasyon yoluyla postsinaptik néronu inhibe eder ve dolayisiyla merkezi

depresyondan sorumludur (63).
Kronik Etanol Toksisitesi

Kronik etanol maruziyeti bir¢ok farkli organ igin toksiktir ve 6zellikle sindirim
sistemini (steatoz, hepatik siroz, kronik gastrit ve pankreatit), sinir sistemini (polindrit,
serebellar atrofi ve hafiza bozukluklar1) ve kardiyovaskiiler sistemi etkiler. Etanoliin
ayrica kronik hematolojik, kanserojenik ve reprotoksik etkileri bulunmaktadir (64).
Etanoliin insan viicuduna zararli olmasinin en biiyilik nedeni sistemik toksisitesidir ve
en ¢ok etkiledigi organ ise karacigerdir. Etanole bagl karaciger hasar1 3 faz olarak
siiflandirilabilir:

Faz 1 (hepatik steatoz), hepatositlerde lipitlerin birikmesini igerir. Bu durum
genellikle geri dondiiriilebilir ve etanoliin oksidatif metabolizmasiyla yakindan
iliskilidir. Kronik alkol tiiketimi, adipositlerde lipolizi indiikleyerek karaciger de
yakalanan yag asiti fraksiyonunu artirmaktadir (65, 66).

Faz 2’de steatozu steatohepatit takip eder. Steatohepatit, karaciger

yaglanmasini takip eden karaciger iltihaplanmasidir. Hepatositlerde biriken lipitler



peroksidasyona ve oksidatif hasara ugrar. Pro-inflamatuvar sitokinlerin de biiyiik
miktarda salinmasiyla hepatositlerin 6liimii ve alkolik hepatit gelisir (67).

Faz 3, inflamatuvar steatohepatitin fibrotik ilerleyisini yansitir. Hepatositler
kendilerini eskisi gibi yenileyemezler. Hepatik lezyonlar, fibrozisi karakterize eden
ECM birikiminin ana kaynaklar1 olan HSC aktivasyonuna yol acar. Fibrozisin
ilerlemesiyle karacigerin parankim dokusu, karacigerin metabolik islevleri ve
hemostazisiden sorumlu dokular, skar dokusuyla yer degistirir. Sonu¢ olarak da
hepatoseliiler karsinom (hepatocellular carcinoma, HCC), portal hipertansiyon gibi

komplikasyonlar gelisir (68).
2.2. Karacigerin Yapis1 Ve Fonksiyonlari

Karaciger, ortalama viicut agirhgmim %2 ile %3'ini olusturan, erigkin bir
bireyde yaklasik 1.500 g agirliginda, biyotransformasyondan esas sorumlu ve
viicuttaki en biiylik organdir (69). Karaciger, karin boslugunun sag iist tarafinda ve
diyaframin alt kisminda bulunur. Gogiis kafesi tarafindan korunur (70). Glisson
kapsiilii olarak bilinen fibroz bir zarla ¢evrilidir. Karaciger ayrica, dogrudan diyaframa
bitisik oldugu alan diginda, 6n ve arka visseral periton ile kaplidir. Ustte sag ve sol
ticgen baglari olusturmak i¢in disa dogru devam eden koroner bag ile ve 6nde falsiform
bag ile ve porta hepatisde gastrohepatik ve hepatoduodenal baglar tarafindan
diyaframdan asilir. Hepatoduodenal bag, hepatik arter, portal ven ve ekstrahepatik
safra kanallarini igeren porta hepatisi sarar (71). Karaciger, %25'n hepatik arterden ve
%75'1 portal venden olmak iizere ikili bir kan besleme sistemine sahiptir (72).
Karacigerin yapisal birimi olan karaciger lobiilleri santral ven etrafinda tipik olarak
altigen bir sekilde organize edilen hepatosit plakalarindan olusur. Bu altigenin
koselerinde portal triad ad1 verilen hepatik arter, portal ven ve safra kanallar1 bulunur.
Santral ven ve portal triad arasinda ise lobiiliin biiyiilk ¢ogunlugunu olusturan
hepatositler plakalar seklinde yayilir. Hepatosit plakalar1 i¢indeki dolagim birimleri,
karacigerin endotel hiicrelerinin siki baglantilar olusturmamasi nedeniyle tipik bir
kilcal yataktan farklidir. Bu durum, hepatositler ile sinlizoidden gegen kan arasindaki
engelleri en aza indiren siniizoidal bir ag olusturur (73). Siniizoidal endotel tabakasinin
organize bir bazal membrani olmadigindan, hepatosit plakalari ile siniizoidler arasinda

Disse boslugu ad1 verilen bir bosluk olusur (72). Karaciger temel olarak parankimal



10

ve parankimal olmayan tipler olarak siniflandirilabilen hepatositler, safra epitel
hiicreleri (kolanjiyositler), stellat hiicreler, Kupffer hiicreleri ve karaciger siniizoidal
endotel hiicreleri dahil olmak iizere bes 6zellesmis hiicre tiiriinden olusur (74). Bu

hiicre tiplerinin her biri farkli fonksiyonlara sahiptir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Karaciger hiicre tiirleri ve gorevleri (74).

Hiicre Gorevi

Hepatik yildizs1 hiicre A vitamini deposu

Karaciger hasarini takiben rejenerasyona katki

Hepatosit Protein sekresyonu

Safra sekresyonu
Kolesterol metabolizmasi
Detoksifikasyon

Ure metabolizmas1

Glikoz/glikojen metabolizmasi

Akut faz yaniti
Kan pihtilagmasi
Karaciger siniizoidal endotel Siniizoidal pleksus olusturur
hiicresi Portal kanin hepatositlerle iletisimini saglar

Sitokin sekresyonu

Kupfter hiicresi Karaciger fagositleri

Sitokinleri serbest birakir

Safra epitel Safra kanallar1 olusturur
hiicresi/kolanjiyosit Safra akisinin hizini kontrol eder
Safranin pH'in1 kontrol eder

Su ve bikarbonat salgilar

Hepatositler karaciger hacminin yaklasik %80’ini olusturan karacigerdeki ana
hiicre tipidir. Hepatositler, sentez, metabolizma ve detoksifikasyon da dahil olmak
tizere karacigerin bir¢ok islevinden sorumludur. Karaciger siniizoidal endotel hiicreleri
karacigerde en ¢ok bulunan ikinci hiicre tiiriidiir; kan ile hepatositlerin arasinda yer
alir ve siradist 6zelliklere sahip 6zellesmis bir endotel popiilasyonudur. Bu hiicreler,

sinlizoidal liimende delikli plakalar1 olusturur. Safra epitel hiicreleri ise safray1 tasir ve
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pH'm1 korur. Kupffer hiicreleri, immiinolojik ve fagositik fonksiyonlara sahip
0zellesmis karaciger makrofajlaridir. Bu hiicreler, portal dolasim yoluyla ortaya ¢ikan
bircok patojenik uyarani tanir ve bir dizi katkida bulunan faktére bagli olarak,
karaciger yara iyilesmesinde pro- veya anti-inflamatuar roller tstlenebilir. Toplam
karaciger hiicrelerinin kii¢iik bir kismini (%5-8) olusturan HSC Disse boslugunda
bulunur. HSC’ler pasif veya aktif durumda olabilen hiicrelerdir. Normalde pasif olarak
bulunan HSC’ler, A vitaminini depolar. Karaciger hasari durumunda ise HSC’ler
aktive olurlarve bu aktivasyon sonucu HSC’ler ¢ogalir. Hasarli karaciger de kolajenin
birikmesine sebep olur ve boylece siroza kadar ilerleyebilen karacigerin skarlagsmasina

katkida bulunurlar (72-74).
2.3. Karaciger Fibrozisi

Karaciger fibrozisi, HSC’lerin aktivasyonu ve karacigerin fizyolojik yapisin
tahrip eden ECM bilesenlerinin asir1 birikimi ile karakterize bir hastaliktir ve kronik
karaciger hastaliklarinin artan prevelansina katkida bulunmaktadir(75). Kronik
karaciger hastaliklar1 6nemli bir kiiresel saglik yiikiidiir ve diinya c¢apinda yilda
yaklagik 2 milyon 6liime neden olmaktadir (76). Organ fibrozisi, kronik inflamatuvar
hastaliklarda hastaligin ilerlemesini karakterize eder ve diinya ¢apinda tiim nedenlere
bagl oliimlerin %45'ini olusturur (77). Benzer sekilde karacigerde fibrozis gelisimi
esas olarak yasam kalitesini ve prognozu belirler (78). Bu nedenle, fibrozis diizeyi
karaciger fonksiyonuyla iliskilidir ve HCC gelisimi i¢in ana risk faktoriidiir (79).

Karaciger fibrozisi alkol tiiketimi, alkolsiiz steatohepatit, viral (B ve C) hepatit,
otoimmiin hepatit, alkolsiiz yagl karaciger hastaligi ve kolestatik karaciger hastaliklar
gibi ¢esitli faktorlere bagl kronik karaciger hasarinin bir sonucu olarak olusur (80).
Tiim bu faktorlerin karaciger iizerindeki ortak etkisi, normalin diginda/asir1 yara
lyilesme reaksiyonuna yol acan kronik inflamasyonun olugmasidir. Karacigerde
fibrotik tepkinin olugmasi, hiicre dis1 matriks bilesenlerinin birikmesine yol agarak
fibroz skar olusumuna yol agar (11). Birgok klinik ¢alismada, HBV veya HCV
enfeksiyonu veya safra tikaniklig1 olan hastalarda, alkolii suiistimal edenlerde, CCl4
toksisitesi veya safra kanali ligasyonu olanlarda hepatik fibrozisin geri dondiirtilebilir
olabilecegini gosterilmistir (15-17). Karaciger fibrozisi, ilerleyici olmadigi ve siroza

yol agmadigr siirece kalici olmayabilir bir siiregtir. Eger karaciger ileri siroz



12

asamasinda degil ise fibrotik yanita neden olan etkenin ortadan kaldirilmasi fibrozisin
gerilemesine yardimci olur (18, 19). Dolayisiyla fibrozisin ilerlemesini yavaslatabilen,
durdurabilen veya tersine ¢evirebilen tedavi yaklasimlar1 anti-fibrotik etkili
olabilmektedir. Hepatik fibrozisin patogenezi belirsizdir; buna ragmen, erken tani

alma ve tedavi stratejileri mortalite oranini azaltabilir.
2.3.1. Karaciger Fibrozisinin Patojenezi

Karacigerde tekrarlanan yaralanmalara/hasarlara/toksik etkilere karsi
gelistirilen dogal iyilestirici bir reaksiyonun sonucu olarak karaciger fibrozu olusur
(11). Akut karaciger hasarindan sonra parankimal hiicreler yenilenir ve nekrotik veya
apopitotik hiicrelerin yerini alir. Bu siire¢, inflamatuvar bir yanit ve siirli bir ECM
birikimi ile iligkilidir. Karaciger hasar1 devam ederse, sonugta karaciger rejenerasyonu
basarisiz olur ve hepatositler, fibriler kollajen de dahil olmak iizere bol miktarda ECM
ile yer degistirilir (81). Karaciger fibrozisi, belirgin inflamatuvar lezyonlar ve yapisal
degisikliklerle birlikte anormal fibroblast birikimi ve karacigerin fizyolojik yapisini
tahrip eden ECM'nin hem miktarinda hem de bilesiminde biiyiik degisikliklerle
iliskilidir (82, 83). Fibrozun ileri evrelerinde karaciger, kollajenler (I, III ve IV),
fibronektin, undulin, elastin, laminin, hiyaluronan ve proteoglikanlar dahil olmak
tizere normalden yaklasik 6 kat daha fazla ECM igerir (84).

Hepatik yildizs1 hiicreleri, karaciger hasar1 sirasinda oncelikle fibrojeneze
katkida bulunan ve hasarli karacigerde ECM iireten ana hiicrelerdir (85). Bu oval
sekilli HSC'ler, saglikli karacigerde hepatik siniizoidal boslukta ve disse alaninda
bulunur (86). HSC'lerin sitoplazmasinda ¢ok sayida retinoid lipit damlacig
gozlemlenebilir; bu, HSC'lerin birincil islevlerinin A vitamini depolamak ve
metabolize etmek, ECM salgilamak ve kollajenaz tliretmek oldugunu gosterir. Bu
nedenle, bu hiicreler Oncelikle karacigerdeki kollajen sentezinde rol oynarlar.
HSC'lerin aktivasyonu ve ¢ogalmasi hepatik fibrozda 6nemli olaylardir (87). Yin ve
ark.lari, HSC aktivasyonunun baslangi¢c asamasi, kalici asama ve inflamasyonun
¢oOziilme agamasi olmak iizere li¢ 6nemli basamagi igerdigini 6ne siirmiislerdir (88).
Baslangi¢ asamasinda, hasarli hepatositlerden ECM ve peroksitler dahil diger {irtinler
salinir. Kalic1 asamada, hiicresel davraniglar en az alt1 tiire ayrilir: Proliferasyon,

kemotaksis, fibrogenez, kasilma, ECM bozulmast ve A vitamini tiikenmesi.
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inflamasyonun ¢6ziilme agsamasinda, HSC apopitozu tesvik edilir veya HSC'ler pasif
duruma dontistiiriilebilir. Karaciger dokularindaki inflamatuvar yanit da dahil olmak
lizere toksik ve/veya metabolik etkenler veya viral hastaliklar, hepatositlerin hasar
gormesine yol acar ve proinflamatuvar sitokinleri salgilamak i¢in Kupffer hiicrelerini
aktive eder. Bu sitokinler, HSC'leri aktive eder ve miyofibroblastlara doniistiiriir, bu
da HSC'lerin fonksiyonel fenotipinde bir degisiklige yol agar (89, 90). Fizyolojik
olarak doku onariminda yer alan, kisa siireli hasarlanma durumunda bu siireg, anti-
fibrotik mekanizmalarin etkisiz hale getirilmesiyle dengelenir ve miyofibroblastlarin
inaktivasyonu veya apopitozuyla sonuglanir. Bunun aksine, kronik karaciger
hastaliklarinda pro-fibrojenik ve anti-fibrojenik mekanizmalarin dengesizligi, asiri
ECM iiretimine yol acan ¢ogalan, kasilabilen ve go¢ eden miyofibroblastlarin kalici
aktivasyonuna neden olur (90, 91).

Karacigerin anti-fibrotik mekanizmasi esas olarak Kupffer hiicreleri ve diger
bagisiklik hiicreleri de dahil olmak iizere parankimal olmayan hiicreler tarafindan
diizenlenir (92). Bu nedenle, hepatosit apoptozu ve hepatositler tarafindan hasarla
iligkili modellerin salinmasi, yalnizca HSC'leri dogrudan aktive etmekle kalmaz, aym
zamanda proinflamatuar ve pro-fibrojenik sitokinler iireterek HSC trans-
farklilagsmasinin ve miyofibroblast aktivasyonunun desteklenmesine katkida bulunan
lenfositlerin ve makrofajlarin alimimi ve aktivasyonunu da indiikler (93). Dolayisiyla
aktive edilmis HSC'ler, parakrin veya otokrin mekanizmalar yoluyla
miyofibroblastlarin ¢ogalmasimi destekleyebilir, bdylece biiyiik miktarlarda kollajen
lifleri ve diger ECM bilesenlerini sentezleyebilir. Bu islem sirasinda, timor nekroze
edici faktor-alfa (TNF-a), transforme edici biiylime faktor-beta (TGF-B) ve trombosit
tirevli bliylime faktorii (platelet-derived growth factor, PDGF) dahil olmak iizere
diizenleyiciler ve ECM, karmagik bir ag olusturmak ve hepatik fibrojenezde rol
oynamak igin birbirleriyle etkilesime girer (94-96). Ote yandan, farkli makrofaj alt
popiilasyonlari, matriks-metaloproteinazlarin (MMP'ler) ekspresyonu nedeniyle

fibrozisin iyilesmesine katkida bulunur (97).
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2.4. Karaciger Hasarimin Degerlendirilmesinde Kullanilan Biyokimyasal

Parametreler
2.4.1. Gama Glutamil Transferaz (GGT)

Gama glutamil transferaz, serumda ve bir¢ok hiicrenin dis ylizeyinde bulunan,
aminoasit veya kiigiik peptidlerin gama glutamil artiklarinin transferini katalizleyen
bir enzimdir. GGT, molekiiler agirligi 68.000 dalton olan ve birbirine benzemeyen
glikoprotein yapisinda iki alt {initeden olusmustur (98). Cogunlukla hepatositler ve
safra kanali hiicreleri, safra kesesi, pankreas, dalak, bobrek, kalp, beyin ve seminal
vezikiiller gibi bir¢ok hiicrenin plazma membranlarinda bulunan bir enzimdir.
Serumdaki GGT nin en 6nemli kaynag: karacigerdir ve iiretimi hem genetik hem de
cevresel faktorlerden etkilenir (99, 100). GGT aktivitesi, ekstraseliiler GSH'nin
par¢alanmasinda ilk adimi yani glutamat ve sistein arasindaki y-glutamil baginin
hidrolizini katalize eder. Bunu yaparken GGT, glutamil kismim transfer ederek ve
hiicre i¢i antioksidan aktivite-oksidatif stres homeostazini korumak igin sistein
tirlinlinii birakarak glutatyonun hiicre dis1 katabolizmasinda 6nemli bir rol oynar (101).
Etanoliin mikrozomal sentezi uyararak GGT aktivitesini artirdig1 diistiniilmektedir.
GGT, ozellikle alkole bagli olusan karaciger hastaliklarinin tanisinda yaygin olarak
kullanilan bir biyomarkordiir. Serum GGT seviyesindeki artig, karaciger hasariin bir

belirteci olarak kullanilmaktadir (100).
2.4.2. Alanin Aminotransferaz (ALT)

Alanin aminotransferaz enziminin serum aktivitesi tayini, karaciger hasarini
tespit etmek i¢in birincil tarama araci haline gelmistir (102). ALT, 496 amino asitten
olusur; yarilanma omrii 47410 saattir ve 8. kromozomun uzun kolunda bulunan ALT
geni tarafindan kodlanir (103). ALT, karacigerde piriivat ve L-glutamat olusturmak
tizere L-alanin ve a-ketoglutarat arasindaki geri doniigiimlii transaminasyonu katalize
eder ve bu nedenle glukoneogenez ve amino asit metabolizmasinda 6nemli bir role
sahiptir. Reaksiyon tersine ¢evrilebilir; ancak, ALT reaksiyonunun dengesi L-alanin
olusumunu destekler. ALT enzim aktivitesi oncelikle karacigerde bulunur; bunun
yaninda, aktivitesi ¢cok daha diisiik olsa da iskelet kasinda, kalp, bobrek, beyin ve yag

dokusu dahil olmak iizere diger bircok organda da bulunur. ALT esas olarak
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hepatositlerin sitozoliinde toplanan bir enzimdir. Hepatik hiicrelerdeki ALT aktivitesi,
serum ALT aktivitesinden yaklasik 3.000 kat daha yiiksektir. Karaciger hasari
meydana geldiginde, hasar gérmiis karaciger hiicrelerinden ALT salinir ve serum ALT
aktivitesinde 6nemli bir artisa neden olur (104). Genel popiilasyonda asir1 etanol alimu,
ALT yiikselmesinin nedenlerinden birisidir. 2003 yilinda yaymlanan ABD ulusal
niifus aragtirmasimna gore, giinde 1’den fazla alkolli icecek tliketilmesi ALT

degerlerinin artmasinda 6nemli bir nedendir (105).
2.4.3. Aspartat Aminotransferaz (AST)

Aspartat aminotransferaz, insan viicudunun bir¢ok dokusunda bulunan,
transaminasyonun geri dontisiimlii reaksiyonunu katalize eden, organa 6zgii olmayan
bir enzimdir. Hepatositlerde, kalp kasinda, iskelet kaslarinda, bobrek dokusunda ve
plasentada bulunur. Bu dokularda hasar meydana geldiginde, serum AST
konsantrasyonunda artis gozlenir. Genellikle birlikte ortaya ¢ikan ve birbirleriyle
metabolik olarak etkilegsime giren, biri ¢éziiniir formda sitoplazmada (c-AST) ve %
60-80’1i mitokondride (m-AST) bulunan iki farklit AST izoformu vardir (106). AST nin
mitokondriyel formunun salinimi i¢in membran gegirgenliginde degisime neden olan
harabiyetten daha siddetli bir bozuklugun olmasi1 gereklidir. Bunun sonucu olarak AST
aktivitesindeki artis, ALT artisindan daha ge¢ gergeklesir. AST’nin
konsantrasyonundaki artis en yaygin olarak hepatoseliiler hastaliklarda gortliir (107).
Aspartat aminotransferaz tarafindan katalize edilen genel reaksiyonda, L-aspartat ve
a-ketoglutarat, geri doniisiimlii olarak oksalosetat ve L-glutamat'a doniistiiriiliir. AST,
piridoksal 5'-fosfata bagimli bir transaminazdir (108). Piridoksal 5'-fosfat, B6
vitamininin aktif metabolitidir. Ayni1 zamanda AST ye sikica baglanan bir kofaktordiir
ve AST’nin aktivitesi i¢in gereklidir. Dolayisiyla B6 vitamin eksikligi, AST enzim

aktivitesinde azalmaya sebep olabilir (109).
2.4.4. Alkalen Fosfataz (ALP)

Alkalen fosfataz, alkali ortamda monofosfat esterlerin hidrolizini katalize eden
glikoprotein yapida bir enzimdir. Memelilerde ALP, serumda ¢oziinebilir formdadir
ve ayni zamanda viicudun bir¢ok hiicresel membraninda da bulunur. ALP’ler kemik

osteoblastlarinin membraninda, hepatositlerin kanalikiiler yiiziinde, biliyer epitelin
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liimene bakan yiiziinde, ince bagirsak mukozal hiicrelerinin fircamsi kenarlarinda,
bobrek proksimal tiibiillerinde, plasenta ve 16kositlerde bulunur (110). ALP’nin 4
farkli izoenzimi vardir. Bunlar (i) karaciger, kemik ve bobrek de dahil olmak tizere
hemen hemen tiim dokularda eksprese edilen, dokuya spesifik olmayan bir izoenzim;
(i) bagirsak mukozasinin firgamsi sinirinda ifade edilen bir bagirsak izoenzimi; (iii)
gebelik sirasinda trofoblastlarda ve akciger ve servikste kiigiik miktarlarda eksprese
edilen bir plasental izoenzim; (iv) testislerde ve timusta kii¢iik miktarlarda eksprese
edilen bir germ hiicresi veya plasental benzeri izoenzimdir (111). Serumdaki ALP'nin
cogu karaciger, kemik ve bagirsaktan elde edilir. Serum ALP aktivitesinde artig
oncelikle hepatik hastaligin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir; ancak, serum ALP
aktivitesinde artisa neden olan ¢ok sayida hepatik olmayan faktér de vardir (112).
Fizyolojik olarak ALP 6zellikle gebeligin {igiincii trimesterinde, plasental kaynakli
olarak ve gelisim ¢agindaki ¢cocuklarda kemik kaynakli olarak yiikselebilir. Karaciger
kaynakli ALP yiksekligini ayirt etmek icin GGT seviyesi ile birlikte
degerlendirilmelidir (113).

2.4.5. Total Bilirubin (TBIL)

Bilirubin, hem- igeren proteinlerin katabolizmasi ile meydana gelen ve dogal
olarak olusan bir pigmenttir. Her giin iiretilen 250 ile 300 mg bilirubinin ¢ogu,
yaslanan kirmizi kan hiicrelerindeki hemoglobinin parcalanmasindan elde edilir.
Geriye kalan kisim ise kemik iligindeki eritroid hiicrelerin vaktinden once yok
edilmesinden ve viicut dokularindaki hem igeren proteinlerin doniisiimiinden elde
edilir. Bilirubin olusumu oOncelikle karaciger ve dalaktaki retikiiloendotelyal
hiicrelerde meydana gelir (114). Konjuge bilirubin (bagli, dogrudan bilirubin) ve
konjuge olmayan bilirubin (serbest, dolayli bilirubin) olmak iizere iki sekilde bulunur.
Konjuge olmayan bilirubin suda ¢6ziinmez. Bu nedenle, kanda tasinabilmesi i¢in
konjuge olmayan bilirubinin, kovalent olmayan, geri doniisiimlii bir sekilde, olusan
albiimine baglanmas1 gerekir. Konjuge olmayan bilirubin, serumda albiimine
baglandiktan sonra karacigere tasinir ve burada bilirubini suda ¢6ziiniir hale getiren ve
bdylece safra igine atilimini saglayan uridindifosfo (UDP)-glukuroniltransferaz enzimi
ile konjuge edilir ve konjuge bilirubine doniistiiriiliir. Konjuge bilirubin suda ¢oziiniir

ve bu nedenle bobrek tarafindan atilabilir (115, 116). Yiiksek serum bilirubin
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diizeyleri, karaciger hastaliklari igin bir biyobelirteg olarak kabul edilir (116).
Genellikle saglikl1 bireylerin idrarinda bilirubin dahil protein bulunmaz ve bu nedenle

idrarda bulunan konjuge bilirubin, karaciger hastaliginin varligin1 gésterir (117).
2.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar, serbest radikallerin ve oksidanlarin etkisini engelleyen,
azaltan, geciktiren veya tamamen temizleyen ve viicudu oksidatif hasardan koruyan
molekiillerdir (118). Antioksidanlar, ROS'un koétiilestirici etkisini ortadan kaldirarak
oksidatif stresle iliskili hastaliklar1 6nler veya ortadan kaldirir. Antioksidan molekiiller

endojen ve eksojen kaynakli yapilar olarak ikiye ayrilirlar.
2.5.1. Endojen Antioksidanlar

Endojen (dogal/dahili) enzimatik antioksidanlar glutatyon peroksidaz (GPx),
stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalazdan (CAT) olusurken enzimatik olmayan

antioksidanlar tirik asit, lipoik asit, bilirubin, glutatyon ve melatonindir (119).
Siiperoksit Dismutaz (SOD)

1968 yilinda Irvin Fridovich tarafindan kesfedilen SOD, H:O:'ye gecisi
katalize eder (120). Memelilerde SOD’un, bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) igeren siiperoksit
dismutaz (Cu/Zn SOD), manganez (Mn) igeren siiperoksit dismutaz (Mn-SOD) ve
ekstraselliiler siiperoksit dismutaz (EC-SOD) olmak iizere SOD’un ii¢ izoformu
vardir. Bu enzimler farkli yerlerde bulunur; Cu/Zn SOD sitozolde, Mn-SOD
mitokondride ve EC-SOD hiicre dis1 sivilarda bulunur (121).

Stiperoksit dismutaz, ROS’a kars1 ilk savunma hattin1 olusturur. Siiperoksit
radikalini (O27) hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler oksijene (O2) katalizleyen
enzimatik bir antioksidandir. Hidrojen peroksit daha sonra, CAT ya da GPx ile
ortamdan uzaklastirilir (122). SOD enzimleri, aktiviteleri araciligiyla gesitli ROS ve
reaktif nitrojen tiirlerinin seviyelerini kontrol eder, boylece bu molekiillerin potansiyel

toksisitesini sinirlandirir (123).
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Glutatyon Peroksidaz (GSH-PXx)

Glutatyon peroksidaz, hiicrelerin sitoplazmasinda bulunup H202’den
kaynaklanan oksidatif hasara karsi hiicreleri korur. Boylece H2O2’den hidroksil
radikalinin olusmasini engeller (124). Oksidatif strese karsi ikinci bir savunma hatti
saglarlar (125). Dort 6zdes alt birimden olusur ve her alt birim bir selenyum (Se) atomu
icerir. GSH-Px, GSH'yi elektron kaynagi olarak kullanarak H20'l H,O'ya metabolize
eder. GPx Se bagimli (Se-GPx) ve Se’den bagimsiz (GST) olmak iizere iki bigimde
siiflandirilabilir. Hem sitozolde hem de mitokondride bulunurlar. Se-GPx, H202 ve
organik hiperoksitlere karsi etkilidir. GST ise daha ¢ok organik hidroperoksitlerin
metabolize edilmesinde faaliyet gosterir (126). GPx'ler ayni zamanda ROS'un
detoksifikasyonunda da 6nemli bir rol oynamaktadir ve yiiksek ROS seviyeleri altinda

aktive olan ilk enzim oldugu bulunmustur (127).
Katalaz (CAT)

Katalaz, esas olarak memeli hiicrelerinin peroksizomlarinda bulunan 6nemli
bir antioksidan enzimdir. CAT, dort protein alt birimden meydana gelir. Her biri aktif
bir hem grubu ve NADPH igeren, tetrahedral olarak diizenlenmis alt birimden olusan
tetramerik bir enzimdir (128). Mitokondride bulunmasina ragmen CAT biiyiik 6l¢iide
peroksizomlarda lokalizedir. H2O2'nin H20 ve O.'ye doniismesini katalize eder. CAT,
H>O> konsantrasyonuna bagli olarak iki enzimatik aktiviteye sahiptir. H20>
konsantrasyonu yiiksekse CAT Kkatalitik etki gosterir, yani H2O ve O2 olusturarak
H202’yi uzaklagtirir (129). CAT, bilinen tim enzimler arasinda en yiiksek devir
hizlarindan birine sahiptir; dakikada yaklasik 6 milyon H.O> molekiiliinii H2O ve O2'ye
doniistiirebilmektedir (130). CAT tiim dokularda bulunmasina ragmen, bu enzimin en

yiiksek aktivitesinin karaciger ve eritrositlerde oldugu goriilmektedir (131).
Glutatyon (GSH)

Glutatyon veya vy-glutamilsisteinilglisin, bir¢cok hiicresel fonksiyonda rol
oynayan, enzimatik olmayan endojen bir antioksidandir. Hemen hemen tiim 6karyotik
hiicrelerde sentezlenir ve bir¢ok viicut dokusunda nispeten yliksek konsantrasyonlarda

bulunur (132). GSH sistein, glisin ve glutamattan sentezlenen bir tripeptittir. Sekil
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2.3’de gosterildigi tizere, ilk 6nce glutamin ve sistein, glutamin-sistein ligaz (GCL)
aracilifiyla baglanarak y-glutamilsisteini olusturur. Sonrada glutatyon sentetaz (GSS),

y-glutamilsisteine glisini baglayarak GSH molekiiliinii meydana getirir (133).

GCL

Glutamin + Sistein - y-glutamilsistein
GSS

y-glutamilsistein + Glisihn ——» Glutatyon

Sekil 2.3. Glutatyon sentezi (133).

GCL, Glutamin-sistein ligaz; GSS, Glutatyon sentetaz

GSH, hiicre i¢i redoks homeostazini diizenleyen, her yerde bulunan bir
tripeptittir ve indirgenmis (GSH) veya oksitlenmis formda (GSSG) bulunur. GSH,
ksenobiyotiklerin giiclii bir detoksifikasyon maddesidir ve hidroperoksitin neden
oldugu oksidasyona karsi bir engel gorevi goriir. Oksidatif stresin azaltilmasinda,
redoks dengesinin korunmasinda, metabolik detoksifikasyonun arttirilmasinda ve

bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (134).
2.5.2. Ekzojen Antioksidanlar

Ekzojen (Sekonder/harici) antioksidanlar, hidroksil ve siiperoksit radikal
anyonlarmi temizleyen C vitamini, hiicre zarlarinin lipit peroksidasyonuna kars: etkili
olan a-tokoferol (E vitamini) ve stilben tiirevlerini igerenler (resveratrol, fenolik asitler
ve flavonoidler), yag lesitinleri, Se, Zn ve asetilsistein gibi ksenobiyotiklerdir (135).
Askorbik asit olarak da adlandirilan C vitamini, taze meyve ve sebzelerde dogal olarak
bulunan, suda ¢dziinebilen giiclii bir antioksidandir. Insan viicudu, L-gulonolakton
oksidaz enzimi eksikliginden dolay1 C vitamini sentezleyememektedir ve bu nedenle
gida veya takviyeler yoluyla C vitamini viicuda alinir (136). C vitamini, biyolojik
ortamdaki hidroksil, alkoksil ve siiperoksit radikal anyonlarini temizler; ayn1 zamanda
semidehidroaskorbik asit olusturarak reaktif nitrojenlenmis tiirleri de temizler ve
dolayisiyla temel biyomolekiillerin oksidatif bozulmasin1 onler (131). C vitamini,

lipofilik radikallerin dogrudan temizleyicisi olmasa da, E vitamini ile birlikte hareket
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eder ve lipit peroksit radikallerinin uzaklastirilmasinda sinerjistik bir etki olusur (119).
a-tokoferol, hiicre zarlarinin lipid peroksidasyonuna kars1 savasir ve lipid substratlara
saldiramayan diisiik reaktiviteli bir tiirev olusturarak radikal zinciri durdurabilir.
Boylece E vitamini, diisiik yogunluklu lipoproteinlerin neden oldugu serbest radikal
hasarima karst membranin korunmasinda rol alir (137). Karotenoidler, birgok meyve
ve sebzede yaygin olarak bulunan izoprenoid pigmentli bilesiklerdir (138).
Karotenoidler insanlar tarafindan sentezlenemezler. a-, B-, y- ve (-karotenler,
norosporen, fitofliien, fitoen, a- ve B-kriptoksantinler, likopen, zeaksantin , lutein ve
violaksantin en onemli karotenoidlerdir ve violaksantin hari¢ insan plazmasinda
bulunurlar. Karotenoidlerin yagda ¢oziinen bir {iyesi olan B-karoten, A vitamini
aktivitesine sahip baslica karotenoidlerdendir. B-karoten, a-tokoferol ile sinerjistik
olarak biyolojik membranlarda etkili radikal yakalayici antioksidan olarak gorev yapar

(139).
2.6. inflamazomlar

Ik kez 2002 yilinda Tschopp ve ark. tarafindan tanimlanan inflamazomlar,
yiiksek molekiil agirlikli sitozolik protein kompleksleridir (140). Inflamazomlar,
ekzojen patojenleri ve hasarli veya olen hiicrelerin endojen sinyallerini igeren
inflamasyonu tetikleyen ¢esitli uyaranlari taniyarak bir kalip tanima reseptorii (pattern
recognition receptor, PRR) olarak gorev yapar ve IL-1f ve IL-18 gibi 6nemli pro-
inflamatuvar sitokinlerin tretimini diizenler (21). PRR’ler dogal immiin yanitin
baslatilmasindan sorumludur ve farkli genetik ve fonksiyonel farkliliklara dayanarak,
Toll-benzeri reseptorler (TLR'ler), niikleotit baglayict ve oligomerizasyon alani
(NOD) benzeri reseptorler (NLR'ler), retinoik asitle indiiklenebilir gen-1 (RIG-I)
benzeri reseptorler (RLR'ler), C tipi lektin reseptorler (CLR'ler) ve melanomda
olmayan (AIM) benzeri reseptorler (ALR'ler) olmak {izere 5 ana sinifa ayrilmaktadir
(141). TLR'ler ve CLR'ler hiicre membraninda bulunurken NLR'ler, RLR'ler ve
ALR'ler hiicre i¢cinde bulunmaktadir. Hiicre sitozoliinde bulunan NLR’ler, PAMP ve
DAMP’leri taniyarak aktive olabilen ve bdylece hem patojenle iligkili hem de
inflamasyon yanitlarinin baslatilmasinda goérev alan onemli bir PRR’dir (142).
NLR’ler, karboksi terminalinde 16sinden zengin tekrar yapisi, amino terminalinde

kaspaz alim1 (CARD) veya pirin (PYD) ile ¢evrelenen merkezi bir niikleotit baglama
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ve oligomerizasyon (NACHT) alani olmak {izere {i¢ temel yapidan olusmaktadir (21).
NACHT alan1 deoksintikleotid trifosfataz (AINTPaz) aktivitesi ve oligomerizasyonda
rol oynarken, C-terminal LRR alani, ligand baglanmasinda veya aktivatoriin
algilanmasinda rol oynamaktadir. N-terminal alani ise diger proteinlerle etkilesime
girerek efektor fonksiyonlar: yerine getirir. NLR ailesini siniflandirmak i¢in kullanilan
taninabilir dort N-terminal alani vardir; asidik transaktivasyon alani (NLRA),
bakuloviral inhibitor tekrar benzeri alan (NLRB), kaspaz aktivasyonu ve alim alam
(NLRC), ve pirin alan1 (NLRP) (143, 144). NLRP’ler inflamazom yapisi
olusturabilen, 14 farkli liye igeren, fonksiyonlar1 en iyi aydinlatilmis en genig NLR alt
ailesidir (145). Normal kosullarda hiicrede inaktif durumda bulunan NLRP’ler ve
PAMP'lerden veya DAMP'lerden kaynaklanan tehlikeyi algiladiktan sonra aktive
olurlar. NLRP’lerin aktive olmasi ile yapilarina apopitoz iliskili benek benzeri protein
(apoptosis-asociated speck like protein, ASC) ve prokaspaz-1 baglanir. Boylece
multiprotein kompleks bir yap1 olan inflamazomlar olusur (146). Inflamazomlarin
reseptor protein (NLR protein), adaptor protein ASC ve efektor (kaspaz-1) protein
olmak {izere li¢ ana bileseni vardir (21). NLRP inflamazom ailesi, NLRP1, NLRP3 ve
NLRP6 dahil olmak tizere 20'den fazla tiirden olusur (147). Su anda en iyi sekilde
karakterize edilen NLRP inflamazomu ise NLRP3tiir (21).

2.6.1. NLPR3 inflamazomu ve Aktivasyonu

NLRP3 inflamazomu, neredeyse her tiirlii tehlike sinyalini tanima 6zelligine
sahip olmasiyla 6ne ¢ikan ve giiniimiize kadar en fazla arastirilan inflamazomdur
(148). NLRP3 inflamazomu, bakterilerden (flagellin/cubuk proteinleri, muramil
dipeptit, RNA ve DNA), virlislerden (RNA ve M2 proteini), mantarlardan (f3-
glukanlar, hif, mannan ve zimosan) ve protozoalardan (hemozoin) tiiretilen c¢esitli
PAMP'ler ve endojen DAMP’ler (adenozin trifosfat, ATP, iirik asit kristalleri,
kolesterol kristalleri, monosodyum iirat/kalsiyum pirofosfat dihidrat kristalleri, glikoz,
amiloid B ve hyaluronan) ve eksojen DAMP’ler (sap, asbest, silika, alasim
parcaciklari, UV radyasyonu ve cilt tahrig edici maddeler) dahil olmak iizere birden
fazla agonist tarafindan aktive edilebilir (149). PAMP veya DAMP varliginda NLRP3
inflamazom aktivasyonu iki sinyalli bir model ile gerceklesmektedir (150). Ilk

sinyalde, PAMP’ler veya DAMP’ler hiicre yiizeyindeki TLR’ler ile etkilesime girerek
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niikleer faktor kappa B (NF-kB) bagimli transkripsiyona ve prointerldkin 1 beta (pro-
IL-1p) ve pro-1L-18 onciil sitokinlerinin translasyonuna yol agar (151). Ayrica NF-«B,
NLRP3 gen transkripsiyonunu aktive eder (152). inaktif durumdaki NLRP3 aktive
olarak oligomerize olur, ASC ve pro-kaspaz-1 ile baglanarak inflamazom olusumu
meydana gelir. Bu siire¢ icin hiicre sitozoliine ikinci bir sinyalin ulasmasi
gerekmektedir. Ikinci sinyal es zamanli ii¢ molekiiler mekanizmay icerir (153). Ilk
olarak; ATP, hiicre membraninda yerlesim gosteren katyon kanali ile kenetli
iyonotropik P2X purinoseptor 7 (P2X7)’nin aktive olmasini saglar. Bu da hiicreden K*
iyonu akigina, membran gozenek proteini panneksin 1’in toplanmasina ve NLRP3
aktivasyonuna yol acar (154). Inflamazom aktivasyonunun gerceklestigi bu ikinci
asamada proteolitik 6zellik gosteren kaspaz-1 aktive olur ve pro-IL-1B ve pro-IL-
18’den aktif ve olgun formlar1 olan IL-1p ve IL-18 meydana gelir. Baska bir
mekanizmada ise fagosite edilen kristal ya da partikiil yapida silika, iirik asit kristalleri
gibi cesiti DAMP’ler, lizozomal par¢alanmaya neden olarak inflamazom
aktivasyonuna yol acar (155). Ugiincii mekanizmada, tioredoksinle etkilesime giren
proteinler, tioredoksinden ayrisir ve mitokondri fonksiyon bozuklugu sonucu sitozole
saliman reaktif oksijen tiirlerinin etkisi altinda NLRP3 inflamazom aktivasyonunu
tetiklemek icin NLRP3’e baglanir. Daha sonra PAMP'ler veya DAMP'ler hiicreye
girer ve NLRP3 inflamazomunu aktive eder (156). Sekil 2.4.’de yukarida anlatilan

NLRP3 inflamazom aktivasyon mekanizmalar1 gosterilmistir.
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Sekil 2.4. NLRP3 inflamazom aktivasyon mekanizmalar1 (153).

ASC, Apopitoz iligkili benek benzeri protein; ATP, Adenozin trifosfat; DAMP, Hasar iliskili molekiiler
kaliplar; IL, Interlokin; NF-kB, Niikleer faktor kappa B; NLRP3, NACHT, LRR ve PYD alanlarin
iceren protein 3; PAMP, Patojen iliskili molekiiler kaliplar; P2X7, P2X purinoseptdér 7; ROS, Reaktif
oksijen tiirleri; TXNIP, Tioredoksin ile etkilesime giren protein.

2.6.2. Karaciger Fibrozisinde inflamazomlarin Rolii

Karaciger fibrozisi, siroz ve hepatoseliiller karsinom gelisimine katkida
bulundugu gosterilen ECM proteinlerinin birikmesi ile karakterize edilen kronik
karaciger hasarinin ilerleyici bir seklidir (8). Karaciger fibrozisi, inflamazomlar
tarafindan hem dogrudan hem de dolayli olarak diizenlenebilir. Dogrudan yola,

karacigerdeki ana profibrojenik hiicre popiilasyonu olan HSC'lerdeki inflamazom
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ekspresyonu aracilik etmektedir. Urik asit kristalleri gibi kanonik inflamazom
aktivatdrler, HSC’leri aktive edebilir. Urik asit kristalleri, dnemli bir profibrojenik
sitokin olan TGF-B1 ekspresyonunu yukari regiile eder, HSC'leri aktive eder ve
kollajen tiretimini ve bunun ECM de birikmesini indiikler (157, 158). Dolayli yola ise
Kupffer hiicresinden tiiretilmis IL-1p ve IL-18 yoluyla HSC aktivasyonunun aracilik
ettigi diisliniilmektedir. PAMP'ler ve DAMP'ler, Kupffer hiicrelerinde inflamazomlari
aktive eder ve Kupffer hiicresinden tiiretilen IL-1B, IL-1B reseptorleri yoluyla
HSC'lerin aktivasyonuna katkida bulunur (159). Yapilan c¢alismalar NLRP3
inflamazomlarinin tiim bilesenlerinin, HSC'lerin ¢esitli fonksiyonlarini diizenleyen ve
HSC aktivasyonuyla iligkili olan HSC'lerde mevcut oldugunu gostermistir (157).
NLRP3 inflamazomlarinin aktivasyonundan sonra, kaspaz-1 aktive olur, pro-1L-18 ve
pro-IL-1B olgunlagsmis IL-1B ve IL-18'e doniisiir. IL-1B ve IL-18 ise HSC'lerin
mekanositlere doniisiimiinii destekleyebilir (160, 161). Yapilan birgok c¢alisma,
karaciger fibrozisinin gelisiminde NLRP3 aktivasyonunun ve kaspaz-1 aktivasyonu ve
IL-1B sinyali gibi asag1 akis efektorlerinin merkezi roliinii desteklemektedir (162-164).
Watanabe ve ark. deneysel bir fare fibrozis modelinde IL-1p seviyelerinin yiikseldigi,
IL-Ira'nin genetik tiikenmesinin ise fibrotik fenotipte iyilesme ile sonuclandigini
gostermistir (157). Ayrica kaspaz-1, ASC ve NLRP3'ten yoksun farelerin, TGF-p
ekspresyonunun azalmasiyla kanitlandigi iizere ¢esitli deneysel fare modellerinde
fibrozis gelisimi tizerinde koruyucu bir etki gdsterdigi bildirilmistir (25, 165). Petrasek
ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada, yabani tip farelere kronik etanol verilmesi steatoz,
karaciger hasar1 ve IL-1B, pro-kaspaz-1, ASC ve NLRP3'lin hepatik ekspresyonunun
artmasma neden oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde, farelerin etanole maruz
birakilmas: karacigerde kaspaz-1 aktivitesini artirmigtir, bu da inflamazom
aktivasyonun bir gostergesidir. IL-1rl1-nakavt fareler ve kaspaz-1 veya ASC eksikligi
olan fareler, etanoliin indiikledigi inflamazom ve IL-1f aktivasyonundan korunmus ve
etanoliin neden oldugu karaciger hasarinda ve steatozda azalma goriilmiistiir (26).
Wree ve ark. NLRP3™~ fareler iizerinde yaptiklari calismada, kolin eksikligi olan
aminoasit tanimli diyetin neden oldugu karaciger fibrozisinden neredeyse tamamen
korundugunu gostermistir. Tamoksifen ile indiiklenebilir fare modeli kullanilarak
NLRP3 inflamazomunun gegcici olarak kontrol edilen aktivasyonu, spontan karaciger

inflamasyonuyla sonuclanmistir. Alkolden bagimsiz steatohepatit (nonalcoholic
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steatohepatitis, NASH) hastalarin karacigerlerinde NLRP3 ekspresyonu énemli 6l¢iide
artmigtir. NLRP3 inflamazomunun, NASH gelisimi sirasinda karaciger hasarina ve
Ozellikle karaciger fibrozisine sebep oldugunu gézlemlenmistir (166). CCls’lin veya
tiyoasetamidin neden oldugu bir karaciger fibrozis modelinde ise NLRP3 veya ASC
bulunmayan farelerde TGF-B1 ekspresyonu 6nemli 6lgiide azalmistir (157). Mridha ve
ark.’nin fareler ilizerinde yaptiklart ¢alismada, NLRP3’tin in vivo inhibisyonunun,
metabolik sendromla iligkili alkolden bagimsiz yaglh karaciger hastaliginda
(nonalcoholic fatty liver disecase, NAFLD) karaciger inflamasyonunu ve hepatosit
hasarmni azalttig1 ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan karaciger fibrozisinde 6nemli bir
azalma oldugunu tespit edilmistir (167). Borau ve ark. da, diger inflamazomlarin yani
sitra NLRP3 ekspresyon seviyesinin deneysel karaciger fibrozisi sirasinda arttigini

gostermistir (168).
2.7. Koenzim Q10 (CoQ10)

Koenzim Q10, insan viicudundaki hemen hemen her hiicrede dogal olarak
bulunan temel bir bilesiktir (31). ‘Ubiquinone’ olarak da adlandirilan CoQ10,
Frederick Crane ve ark. tarafindan 1957 de kesfedilmistir (169, 170). CoQ10, Sekil

2.5.”de gosterildigi lizere uzun bir izoprenoid kuyrugu olan bir kinon tiirevidir.

o CH,

\o NN 5
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Sekil 2.5. Koenzim Q10'un kimyasal yapisi (171).

Kuyrugun uzunlugu tiirler arasinda degisir, ancak insanlar dahil memelilerde
en yaygini 10 izopren biriminden olusur (31). CoQ10, en az ii¢ mitokondriyal enzimin
(kompleks I, IT ve III) koenzimidir ve ATP iretimi i¢in gereklidir (172). CoQ10,
mitokondriyal solunum zincirinde diflize olabilen bir elektron tasiyicisi olarak islev
goren, endojen, lipidde ¢6ziinen bir benzokinondur (28, 29). CoQ10 mitokondrinin bol

oldugu karaciger, bobrek ve kalp gibi yliksek enerji gerektiren organlarda bulunur
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(173). Hem dogrudan reaktif oksijen tiirlerini siipiirme hem de dolayli aktivite
(hiicresel vitamin E ve C rejenerasyonu ve GSH rediiktaz ve SOD seviyelerinin artis)
ile CoQIl0'un giiclii bir antioksidan oldugu ve hiicresel membranlarda lipid
peroksidasyonunu Onleyebildigi gosterilmistir (30). Dolayisiyla CoQ10 serbest
radikalleri temizleyen, hiicresel zarlarda lipid peroksidasyonunun baglamasini ve
yayilmasini Onleyen, giiclii bir antioksidan gorevi gormektedir (31-33). Karaciger
dokusunda diklorvos kaynakli oksidatif hasari ve mitokondriyal disfonksiyonu
hafifletmede CoQ10'un potansiyel roliiniin arastirildig1 bir ¢alismada CoQ10, ROS
olusumunu ve lipid peroksidasyonunu etkili bir sekilde azaltarak hepatoprotektif
Ozellik gostermistir (174). Eftekhari ve ark. tarafindan risperidonun sebep oldugu
karaciger hasarinda CoQ10’un koruyucu roliiniin oldugu hem in vitro hem de in vivo
caligmalarla tespit edilmistir (37). Eghbal ve ark. da izole sigan hepatositlerinde
statinler tarafindan olusturulan sitotoksisiteye karst ROS olusumu, lipit
peroksidasyonu gibi parametreleri gozlemleyerek, koenzim Q10'un koruyucu etkisinin
oldugunu bildirmistir (175). Ayrica CoQ10, NF-kB gen ekspresyonunu inhibe ederek
TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin iiretimini azaltan antiinflamatuar 6zelliklere
sahiptir (176, 177). Fouad ve ark., asetaminofen tarafindan indiiklenen akut karaciger
hasarina karsi CoQ10 takviyesinin, TNF-a iiretimini ve karaciger aminotransferaz
serum seviyelerini ve sicanlarin karacigerinde NF-xB ekspresyonunu azalttigi
gozlemlenmistir (178). Kennedy ve ark., farelerde yaptiklari bir ¢alismada CoQ10'un,
psikoaktif bir madde olan khat’in sebep oldugu TNF-a artisini azalttigini, karaciger
enzimlerinin serum seviyelerini diislirdiiglinii gézlemlemistir. Boylece khat kaynakl
karaciger ve bobrek hasarinda CoQ10 kullanilmasmin etkili olabilecegi sonucuna
varmustir (179). Yapilan caligmalar, gesitli oksidatif ve inflamatuar doku hasari
modellerinde CoQ10'un koruyucu etkilerini gostermistir (180-183). Bu nedenle
CoQ10, karaciger dokusunu hasara kars1 koruma potansiyeline sahiptir. Multipl acil-
KoA dehidrojenaz eksikligi hastalarindan alinan elektron transfer flavoprotein-
ubikinon dehidrojenaz (electron transfer flavoprotein-ubiquinone
dehydrogenase, ETFDH) mutasyonlu lenfoblastoid hiicrelerinin kullanildigi calismada
ETFDH disfonksiyonundan kaynakli hasarda CoQ10 takviyesi ile mitokondriyal
islevin 6nemli 6l¢iide iyilestigi ve NLRP3 inflamazom olusumunu protein diizeyinde

inhibe ettigi ve IL-1B ve hiicre oliimiini azalttigi gosterilmistir (42). Baska bir
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calismada ise Cordero ve ark. fibromiyaljide inflamazom aktivasyonunda mitokondri
disfonksiyonunun olas1 bir sonucu olarak arastirilmasinda, hem FM hastalarindan
alinan kan mononiikleer hiicrelerinde hem de CoQ10 eksikliginin in vitro ve in vivo
olmak iizere iki modelinde patolojik mekanizmalarini incelemislerdir. Caligma
sonucunda CoQ10 takviyesinin serum IL-1p ve IL-18 serum diizeylerini ve NLRP3
mRNA diizeylerini azalttigi gosterilmis, CoQ10’un inflamazom aktivasyonunu
azalttig1 ve bu yolagin fibromiyalji tedavisinde yeni bir molekiiler hedef olabilecegi
sonucuna varilmistir (41). Zhang ve ark. tarafindan CoQ10’un, hepatik iskemi-
reperfiizyon hasar1 (IRI) ile indiiklenen hepatik ROS {iretimini ve karaciger hasarini
hafiflettiZi ve NLRP3 inflamazom sinyallerini baskiladigi ve IL-1B ve IL-18
seviyelerini diisiirdiigi gozlemlenmis, CoQ10’un hepatik IRI i¢in umut verici bir
tedavi olabilecegi gosterilmistir (27). Alanyazinda bu ii¢ ¢alisma disinda CoQ10’un
inflamazom ile iligkisinin degerlendirildigi bir ¢alisma bulunmamaktadir; bununla
birlikte alkole bagl karaciger fibrozisinde hepatoprotektif etkisinin inflamazom yolagi

tizerinden degerlendirildigi mekanistik bir ¢aligma da yer almamaktadir.
2.8. idebenon

Idebenon (IDE), 1980'lerde Takeda Pharmaceuticals tarafindan nérodejeneratif
durumlarin tedavisi i¢in gelistirilen ve Japonya'da 1986 yilinda onaylanan, CoQ10’un
sentetik bir analogudur (31, 184). CoQ10, sulu ¢ozeltilerde az ¢6ziiniir ve bu nedenle
farmakokinetigi iyilestirmek amaciyla CoQ10'un bir dizi kisa zincirli analogu olan
IDE sentezlenmistir (185). IDE, daha yiiksek bir etkiye ve daha uygun farmakokinetik
profile sahiptir (186, 187). Yapisal olarak, CoQ10 ve IDE aym1 1,4-benzokinon
halkasini tasir, ancak karbon 2'de farkli bir yan zincire sahiptirler. IDE, Sekil 2.6.’da
gosterildigi iizere bir hidroksidesil yan zincire (10 karbon atomu) sahipken CoQ10,

izopren pargalarinin uzun bir yan zincirine sahiptir (185).

Sekil 2.6. Idebenonun kimyasal yapis (188).
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CoQ10 ve IDE aralarindaki yapisal benzerlige ragmen, her iki molekiil de
fizikokimyasal oOzellikleri bakimindan ©nemli Olglide farklilik gosterir (189).
CoQ10’un kuyrugundaki 50 karbon atomu, bu molekiilii suda ¢6ziinmez hale getirir.
IDE ise ¢ok daha kisa bir kuyruga (10 karbon atomu) sahiptir ve CoQ10’dan farkli
olarak, molekiile polarite saglayan bir terminal hidroksil grubunu da barindirir (189).
Dolayistyla IDE, lipofilitesinin daha az olmasi ile CoQ10'dan farklidir. Ancak yine de
CoQ10 gibi suda ¢oziinlirliigli azdir ve benzer sekilde sulu tasiyicilarda ¢oziilerek
uygulanamaz (185, 189). Bununla birlikte, IDE herhangi bir organizma tarafindan
sentezlenemez ve bu nedenle dogal kaynaklardan izole edilemez (189). IDE, potent
bir antioksidandir ve lipid peroksidasyonunu inhibe etme kabiliyetiyle, hiicre zarini ve
mitokondriyi oksidatif hasardan korur (190). IDE’un oksidatif stres ve lipid
peroksidasyonu tizerindeki bu etkileri ¢ok sayida ¢alisma ile arastirilmistir (191-193).
Antioksidan 6zelligi ile merkezi sinir sistemini sinir hasari ve serebral iskemiye karsi
korur (190). Gliinimiizde de yiiksek antioksidan kapasitesi nedeniyle Freidrich ataksisi
ve Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir (194).

Oksidatif stres, karaciger hastaliklarinin da altta yatan mekanizmalarindan
biridir. Literatirde IDE’un karaciger hasarinda etkinliginin antioksidan veya
antifibrinojenik mekanizmalarla gosterildigi ¢alismalar bulunmaktadir (38, 39, 195,
196). Yine IDE’'un NLRP3 inflamazom aktivitasyonu ile calismasinin
degerlendirildigi caligmalar bulunmaktadir. Peng ve ark.’nin yaptigi1 calisma ile
IDE’un iskemi reperfiizyon néron hasarinda NLRP3 aktivasyonu iizerinden néronal
hasar1 dnleyip onlemedigi degerlendirilmistir. IDE’un hem ROB hasarini azalttigi hem
de iskemi reperfiizyonda NLRP3 aracili inflamatuar hasari iyilestirdigi gosterilmis ve
iskemik hasarin tedavisinde yeni bir terap6tik yaklagim olabilecegi belirtilmistir (197).
Lee ve ark. da IDE’un NLRP3/IL-1B yolagmi inhibe ederek, vahsi tip farelerde
lipopolisakkarit veya amiloid-p kaynakli ndroglioz ve biligsel islev bozuklugunu
giderdigini gostermiglerdir (198). IDE’un mtROS ve NLRP3 inflamazom
aktivasyonunu azaltarak apolipoprotein E nakavt (ApoE—/—) farelerde aterogenezi
inhibe ettigi bildirilmistir (23). Yu ve ark. ise ApoE—/— fareler iizerinde yaptiklar
calismada IDE’nin, oksidatif stresi ve NLRP3 aktivasyonunu baskilayarak

aterosklerozu 6nledigini raporlamiglardir (199).



3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez calismasinda kullanilan kimyasal maddeler Tablo 3.1.°de listelenmistir.

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler.
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Kullanilan Kimyasal Maddeler

Firma Adx

p-aktin primer prob
cDNA sentez kiti

CoQ10

Etanol (%699,9)
Formaldehit

Idebenon

Interlékin-1p primer prob
Interlékin-18 primer prob
Kaspaz-1 primer prob
Ketamin

Ksilazin (%2)

NF-kB primer prob
NLRP3 primer prob

PCR master mix

RNA izolasyon Kiti

Applied Biosystems

Applied Biosystems

DSM Besin Maddeleri Ltd. Sti.
Bio-Rad

Merck

Neutec Ila¢ Sanayi Ticaret A.S.
Applied Biosystems

Applied Biosystems

Applied Biosystems

Vem Ilag¢ Sanayi ve Ticaret A.S.

Bioveta
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Tagman
Applied Biosystems

3.1.2. Kullanilan Arac ve Gerecler

Tez c¢alismasinda kullanilan laboratuvar ara¢ ve geregleri, Tablo 3.2.°de

listelenmistir.
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Tablo 3.2. Deneylerde kullanilan arag ve geregler.

Cihaz Model ve Marka

Biyogiivenlik kabini ESCO, Class Il BSC, Sentinel Gold
Buzdolabi Argelik

Derin dondurucu (-20°C) Siemens

Derin dondurucu (-80°C)

Doku homejenizatorii
Elisa okuyucu

Etiiv

Hassas terazi

Kafes

Manyetik karistirici
Mikroplate yikayici
Nanodrop okuyucu
Otomatik pipet seti
pH Metre

Real-Time PCR cihaz1
RNA izolasyon cihazi
Saf su sistemi

Sivi Azot Tanka
Sogutmal santrifiij
Su banyosu

Thermal Cycler Veriti

New Brunswick U410 Premium

Tissue Lyser Il Qiagen, Almanya

Epoch Microplate Spect, BioTek, ABD
BINDER

Shimadzu AUW220D

Tecniplast, Italya

Wisd WiseStir MSH-20A, Almanya

Stat Fax 2600 Microplate Washer, ABD
Epoch Microplate Spectrophotomoter, BioTek
Eppendorf, Research Plus

SCHOTT Instruments Lab 850, Almanya
Applied Biosystems

QIAqube, Qiagen

Ultrapure (type 1) Water-Merck Millipore
Taylor Wharton, LS750

Hettich Zentrifugen 320R, Almanya
Memmert, SV1422

Applied Biosystems, CA, ABD

3.1.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Etanol ¢ozeltisi: %99,9 (h/h) etanol distile suda ¢oziilerek deney hayvanlarina

oral olarak giinde 2, 4 ve 6 g /kg etanol uygulanacak sekilde hazirlandu.

Idebenon ¢ozeltisi: 2 ml distile suda 50 ve 100 mg/kg/giin dozlarinda oral

verilmek tizere hazirlandi.

CoQ10 ¢ozeltisi: 2 ml distile suda ¢oziilerek 10 ve 20 mg/kg/gilin dozlarinda

oral verilmek tizere hazirlandi.
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Ksilazin (%2): Sedasyon amaciyla kullanima hazir ksilazin 15 mg/kg dozunda
intraperitonal olarak uygulandi.
Ketamin: Anestezi i¢in 100 mg/kg intraperitonal ketamin kullanildi; anestezi

sirasinda ksilazin ile kombine olarak verildi.
3.2. Deney Hayvanlan

Atatiirk Universitesi T1ibbi ve Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden
(ATADEM) agirliklar1 220-240 g arasinda degisen 64 adet albino Wistar disi sican
temin edildi.

Sicanlar standart plastik kafeslerde, iyi havalandirilan bir odada, 22 + 1 °C
sicaklikta, 12:12 saatlik aydinlik-karanlik dongiisiinde barindirildi. Sicanlara yeteri
kadar musluk suyu ve standart pelet yem saglandi.

Tez ¢alismasinda uygulanan hayvan bakimi ve deney protokolleri, Avrupa
Birligi (AB) Direktifi 2010/63/EU dogrultusunda faaliyet gosteren Atatiirk
Universitesitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun (HADYEK) 176 nolu etik
kurul karari, 30.11.2020 tarihli ve 75296309-050.01.04-E.2000302703 sayil1 yazisi ile

onaylanmaistir.
3.3. Yontemler
3.3.1. Deney Plani

Tez ¢alismasinda deney hayvanlar1 8 gruba ayrildi. Deney hayvanlarina
uygulamalar oral olarak verildi ve deney 30 giin boyunca gergeklestirildi. Deney

gruplar1 Tablo 3.3.’deki gibi planlandi.
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Tablo 3.3. Deneylerde kullanilan hayvanlarin sayilar1 ve uygulama dozlari.

Grup numarasi Grup Uygulanan doz(lar)
1 Kontrol -
2 Etanol (EtOH) 6 g/kg
3 EtOH ve CoQ 10 6 g/kg ve 10 mg/kg
4 EtOH ve CoQ 20 6 g/kg ve 20 mg/kg
5 EtOH ve IDE 50 6 g/kg ve 50 mg/kg
6 EtOH ve IDE 100 6 g/kg ve 100 mg/kg
7 CoQ10 20 mg/kg
8 IDE 100 mg/kg

Saglikli kontrol (Grup 1), CoQ10 (Grup 7) ve ve IDE (Grup 8) haricindeki
deney gruplarinda hepatotoksisite, agizdan (p.o.) uygulanan etanol ile indiiklendi.
Daha 6nce yapilan bir calismadaki yontem kullanilarak 1-3. giinlerde 2 g/kg/giin (p.o.)
etanol, 4-6. giinlerde 4 g/kg/giin (p.o.) etanol ve son olarak 7-30. giinler boyunca 6
g/kg/giin (p.o.) etanol olacak sekilde arttirilarak uygulandi (200). Grup 3, 4 ve 7'ye, 30
giin boyunca 2 mL distile su igerisinde farkli dozlarda CoQ10 (10 veya 20 mg/kg/giin,
p.0.) gavajla uyguland: (201). Ayn1 zamanda Grup 5, 6 ve 8'e 30 giin boyunca 2 mL
distile su igerisinde farkli dozlarda IDE (50 veya 100 mg/kg/giin, p.o.) uyguland (40).
CoQ10 ve IDEnin olas: etkilerini degerlendirmek igin Grup 7 ve 8'e sirasiyla en
yiiksek CoQ10 (20 mg/kg/giin, p.o.) ve IDE (100 mg/kg/giin, p.o.) dozlar1 uygulandi.

Deney siiresinin tamamlanmasiyla birlikte (31. giinde) 8 deney grubundaki
sicanlara (n=64), ketamin ve ksilazin kombinasyonu anestezi icin uygulandi.
Intrakardiyak yontem ile her deney hayvanindan kan érnegi alindi. Toplanan kanlar,
4.000 rpm'de 4 °C'de 10 dakika boyunca santrifiij edilerek serumlar ayrildi ve elde
edilen serumlar -80 °C'de saklandi. Karacigerler sakrifiye edildikten hemen sonra
¢ikarildy; bir kism1 %10 (h/h) formalinde sabitlendi ve daha sonra histopatolojik analiz
i¢in parafine gdmiildii. Kalan karaciger dokusu homojenize edilerek biyokimyasal ve

molekiiler analiz i¢in -80 °C'de saklandi.
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3.3.2. Biyokimyasal Analizler

e Serumda Yapilan Analizler

Serum hepatotoksisite belirteclerinin analizi, Atatiirk Universitesi Veterinerlik
Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarlarinda hizmet alimi seklinde yapildi. Serum GGT
(ref: GT8320), ALT (ref: AL3801), AST (ref: AS8306), ALP (ref: AP8302) ve TBIL
(BR8377) diizeyleri, Randox Laboratories (Country Antrim, UK) ticari kitleri
kullanilarak, iireticinin talimatlarina gore bir RX Otomatik Kimya Analizoriinde

(Randox Laboratories) olgiildii.
e Karaciger Dokusunda Yapilan Analizler
Protein Tayini

Karaciger dokusunda protein tayini, ticari protein standartlar1 (Total protein
Kiti-TP0300-1 KT; Sigma Chemical Co., Miinih, Almanya) ile Lowry yontemine
dayanarak gergeklestirilmistir (190).

Lowry yonteminde peptid baglari ile alkali bakir tartarat kompleks bilesik
olusturmaktadir. Bakir ile muamele edilen bu karisima fenol ayiraci eklendiginde mor-
mavi renk olusumu goézlenir ve 650 nm dalga boyunda mor-mavi rengin absorbansi

Olgiiliir.
Kullanilan Reaktifler

Protein Standartinin Hazirlanmasi: 32 mg BSA 10 ml distile suda ¢oziilerek
hazirlanir.

Lowry Reaktif Cozeltisinin Hazirlanmasi: 2 g Lowry reaktifi lizerine 40 ml
distile su eklenir ve iyice karistirilarak ¢ozelti hazirlanir.

Folin & Ciocalteu’s Fenol Reaktif Cozeltisinin Hazirlanmasi: 450 pl Reaktifin

tizerine 4,75 ml distile su eklenerek hazirlanir.
Deneyin yapilisi

1. Standartlarin eklenecegi disindaki kuyucuklara 95 pl distile su eklenir.
2. Kuyucuklara standartlardan 100°er pl ve dérneklerden 5’er pl eklenir.
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Plak calkalayicida 10 dakika hafif calkalanarak inkiibe edilir.
96 kuyucuga 50 pl Lowry Reagent ¢ozeltisi eklenir.

Oda sicakliginda plak 20 dakika inkiibe edilir.

Tiim kuyucuklara calisma ¢ozeltisinden 50 ul eklenir.

Oda sicakliginda plak 30 dakika inkiibe edilir.

L N o g A~ W

ELISA plak okuyucuda 750 nm’de absorbans (Abs.) dl¢limii yapilir.
Dokuda Protein Hesaplanmasi:

ug protein / mL = (Ornek Abs. / Standart Abs.) x Standart Konsantrasyonu
Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivite Tayini

Sun ve ark.’nin gelistirdigi yontem ile SOD tayini yapildi (202). Bu yontemin
ana prensibi nitroblue tetrazolium (NBT)’un siiperoksit tireticisi olan ksantin-ksantin
oksidaz sistemi tarafindan indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Ksantin oksidaz ile
ksantinin oksidasyonu sirasinda agiga ¢ikan O2~ nin NBT yi rediikleyerek formazon
olugmasi yotemin esasidir. SOD aktivitesi yiikseldik¢e, NBT ile reaksiyona giren Oz~

miktar1 ve formazon olusumu azalir.
Kullanilan Reaktifler

1. Homojenat tamponu olarak fosfat tamponlanmis tuz (Phosphate buffered
saline, PBS)

2. Olgiim karisimi: 40 mL Ksantin (0,3 mM), 20 mL etilendiamin tetraasetik asit
(EDTA; 0,6 mM), 20 mL NBT (150 uM), 12 mL disodyum karbonat (Na2COs3;
0,4 M) ve 1,2 g/L konsantrasyonda olacak sekilde sigir serum albumini
(Bovine serum albumine, BSA)

3. Ksantin oksidaz (167 U/L)

4. Tris-hidroklorik asit (50 mM, pH: 8): 0,0788 g Tris alinir. 9 mL distile suda
¢oziiliir. Cozeltinin pH’s1 8’e ayarlanir ve distile su ile 10 mL’ye tamamlanir.

5. 2 M (NH4)2S04 (2 ml)

6. SOD stok ve standart ¢ozeltileri:

» Stok 1: SOD standartlar1 hazirlanirken ilk 6nce SOD (4557 U/mg) (S7571-75
KU, Sigma) katisindan 50mM Tris-HCl ile ¢oziiliir. (4557 U/ml)
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Stok 2: Stok 1°den % oraninda 50mM Tris-HCl ile seyreltme yapilir. (182,28
U/ml)

Hazirlanan stok 2 ¢ozeltisinden seri diliisyon ile standart ¢ozeltiler hazirlanir.
SOD standart ¢ozeltilerinin konsantrasyonlari sirasiyla 91 U/mL, 45,5 U/mL,
22,75 U/mL, 11,375 U/mL, 5,68 U/mL, 2,84 U/mL, 1,42 U/mL, 0 U/mL’dir.

Deneyin Yapihisi

Doku homojenizasyonu:

. Karaciger dokular1 PBS ile yikandu.

. Dokular, Qiagen Tissue Lyser II homojenizatoriinde sivi azot yardimi ile

homojenize edildi.

. Herbir karaciger homojenatina 1 mL PBS eklenerek Qiagen Tissue Lyser Il

homojenizatorii ile 30 hertz’de 3 dk tekrar homojenize edildi.

Homojenat, 4°C’de 12.000 rpm’de 15 dk boyunca santrifiij edildi.
Siipernatantlar alindi ve absorbans dl¢timleri yapildi.

96 kuyucuklu plaklara uygulama basamaklar1 asagidaki gibi yapildi:
Kuyucuklara 50 pl 6rnek veya standart eklendi.

Kor olarak kullanilacak kuyucuklara 50 pl homojenat tamponu eklendi.

Tim kuyucuklara 6l¢tim karigimi 200 ul eklendi.

Tiim kuyucuklara ksantin oksidaz 20 pl eklendi.

Kuyucuklara ksantin oksidaz eklendikten sonra 25 °C’de 20 dk boyunca
karanlikta inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyon sonras1 560 nm’de absorbans degerleri 6lgiildii.
SOD Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi:

Onceden hazirlanmig SOD standart ¢ozeltileri ile olusturulan standart dogru

grafigi kullanilarak 6rneklerdeki bilinmeyen SOD enzim aktivitesi hesaplandi. SOD

aktiviteleri U/mg protein seklinde ifade edildi. Her bir 6rnek ile 3 defa tekrar yapilmis

ve ortalama sonug¢ degerlendirmeye alindu.
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Total Glutatyon (GSH) Tayini

Sedlak ve ark.’nin gelistirdigi yontem ile GSH tayini yapilmistir (203). Olgiim
ortamindaki 5,5'-ditiyobis (2- nitrobenzoik asit) (DTNB), yapisinda disiilfit [S-S]
bulunduran kromojen bir maddedir ve siilfhidril grubuna sahip bilesikler ile reaksiyona
girerek kolayca indirgenir. Ortaya ¢ikan sar1 renk 412 nm’de spektrofotometrik olarak

Olculiir.
Kullanilan Reaktifler

PBS (Homojenat tamponu)

0,2 mM EDTA igeren 200 mM pH 8,2 Tris-HCI (Olgiim tamponu)
10 mM DTNB ve metanol karigsimi (h/h)

Standart GSH stok ¢ozeltisi

A wnp e

Deneyin Yapihsi

Onceki analizde oldugu gibi doku homojenizasyonunu takiben yapilan
santrifiij sonrasi siipernatant kisim alinarak GSH 6l¢iimii yapildi.
Calisma 96 kuyucuklu plaklarda, asagidaki basamaklara gore yapildi:
I. Kuyucuklara 25 pL 6rnek ve standartlar eklendi.

Il. 25 puL homojenat tamponu kor olarak kullanigacak kuyucuklara eklendi.

. Olgiim tamponu tiim kuyucuklara 150 pL eklendi.

IV.  Kuyucuklara DTNB 10 pul eklendi ve 37°C’de 30 dk inkiibasyona birakildi.

V. Inkiibasyonun ardindan 412’nm de ELISA cihazinda absorbans degerleri
ol¢iildi.

GSH Miktarinin Hesaplanmasi:

Hazirlanan GSH stok ¢6zeltisi ile olusturulan standart dogrudan yararlanilarak
Olctimler hesaplandi. GSH konsantrasyonlari, nmol/mg protein seklinde ifade edildi.
Her bir karaciger doku homejanatinda GSH miktar1 3 tekrar yapilarak belirlendi ve

sonuclarin ortalamalari verildi.
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Malondialdehit (MDA) Tayini

Ohkawa ve ark.’nin gelistirdigi yontem kullanilarak lipit peroksidasyonun
gostergesi olan MDA tayini yapilmistir (204). Tiyobarbitiirik asit (TBA) reaktif
tirlerinin konsantrasyonuna gére MDA miktar1 6l¢iildii. Malondialdehit ile TBA 90-

95°C’de reaksiyona girerek pembe renkli kromojen olusturur.
Kullanilan Reaktifler

1. Homejanat tamponu olarak PBS kullanildi.
2. Olgiim tamponu olarak %8 sodyum lauril siilfat (SLS), %0,08 TBA, %20
asetik asit karigimi kullanildi.

3. 1,1,3,3-Tetraetoksipropan (MDA) stok standart.
Deneyin Yapihisi

Doku homojenizasyonunu takiben yapilan santrifiij sonrasi siipernatantlar

MDA 6l¢iimii i¢in kullanildi.

Calisma 96 kuyucuklu plak kullanilarak, asagidaki basamaklara gore yapildi:
— Kuyucuklara standartlar ve 6renkler sirastyla 10 uL ve 50 pL eklendi.
— Plate’in kor kismia 10 pL PBS eklendi.
— Tiim kuyucuklara 190 pL 6l¢iim tamponu konuldu.
— Elde edilen karisim, bir buguk saat 90°C’de inkiibe edildi.
— Inkiibasyondan sonra plak, 4000 rpm de, 4°C’de, 15 dk santrifiijlendi.

— Siipernatantlar alind1 ve 532 nm dalga boyunda absorbanslar1 okundu.
MDA Miktariin Hesaplanmasi:

Standart dogru grafigi cizildi ve dl¢iim sonuglar1 hesaplandi. Orneklerin MDA
miktart nmol/mg protein olarak verildi. Her bir 6rnek 2 tekrar olgiildii ve ortalama

verildi.
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3.3.3. Molekiiler Analizler
Total RNA izolasyonu

-80 °C’de saklanan karaciger dokulari ¢ikarilarak sivi azot yardimiyla 6gutiildii
ve 30 mg doku tartildi. Karaciger dokularinin tarttmindan sonra dokular vida kapakli
tiiplere alind1 ve tizerlerine steril bilye ile homojenat tamponu eklendi. Homojenat
tamponu olarak RNeasy Mini Kit (Qiagen) protokoliine uygun bir sekilde her 30 mg
dokuya 350 ul RLT tamponu kullanildi. Eklemeler yapildiktan sonra Tissue Lyser II
(Qiagen) cihazinda 30 hertz de 2 dk homojenizasyon yapildi. Homojenatlar 14.000
rpm’de 3 dk boyunca santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlarda mRNA izolasyonu
QIAcube cihazinda RNeasy Mini Kit (Qiagen) yardimiyla ve kit i¢in dnerilen protokol
takip edilerek yapildi. Elde edilen mRNA’larin miktarlar1 nano drop spektrofotometri
(EPOCH Take3, Biotek) kullanilarak 260/280 nm de 6lgiildii ve mRNA’lar -80°C’de

saklandi.
Revers Transkriptaz Reaksiyonu ve cDNA Sentezi

Karaciger dokularindan elde edilen total RNA’lardan, High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kiti kullanilarak cDNA sentezi yapildi. Her reaksiyon 10 pL
RNA ile gerceklestirildi. cDNA sentezi Sekil 3.2.°deki sicaklik degerlerine gore Veriti
96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystem) ile yapildi. Tablo 3.4’de ki cDNA sentez
reaksiyon degerlerine uyularak cDNA sentezi gergeklestirildi.

85°C

120 dakika

10 dakika

Sekil 3.1. cDNA sentez protokolii
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Tablo 3.4. cDNA sentez reaksiyonu.

Master Karisim (Mix) Icerigi Mix Miktar1 (uL)
Total RNA 10
10 x RT Buffer 2
25 x dNTPs mix 0,8
10 x RT Random Primers 2
DEPC- H.0 4,2
MultiScribe Reverse Transcriptase 1
Toplam 20

Real time PCR ile mRNA Ekspresyonlarinin Kantitatif Olarak

Belirlenmesi

StepOne Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems) cihazinda
sentezlenen cDNA’lar kullanilarak NF-xB, kaspaz-1, IL-18, IL-1p, NLRP3 ve TGF-f
mRNA ekspresyonlar1 6l¢tildi.

Taq Man Gene Expression Master Mix kiti kullanilarak kantifiye edildi.
Sicanlara 6zgli NF-xB, Rn01399572 ml; kaspaz-1, Rn00562724_m1; IL-18,
Rn01422083_m1; IL-1B, Rn00580432 ml; NLRP3, Rn04244622_ml; TGF-B,
Rn00572010 m1; and B-actin, Rn00667869 m1 primerleri kullanildi. B-actin endojen
kontrol geni olarak kullanildi ve her bir cDNA 6rnegi igin ti¢ tekrar yapildi.

96 kuyucuklu plaklarda 9 uL. cDNA (100 ng), 10 uL TagMan Master Miks, 1
pL Primer Perfect Probe mix olacak sekilde toplam reaksiyon hacmi her bir kuyucukta
RNase free water ile 20 pl’ye tamamlandi.

Hazirlanan plak 2 dk 50°C, 10 dk 95 °C’de bir sikliis ve 15 sn 94 °C, 60 sn 60
°C’de 40 sikliis olacak sekilde yiiriitiildii (Sekil 3.3.). Tiim sonuglar 222t yontemi
kullanilarak hesapland1 ve kontrol grubuna gore kat-degisim (fold change) olarak ifade

edildi (205).
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95 °C | 95 °C
10dk | 15dk  \ goec
50°C 1dk
2 dk ‘ Y ’
40 siklus

Sekil 3.2. Gergek zamanli PCR reaksiyon 1s1 ve stireleri

3.3.4. Histopatolojik Analizler

Parafine gomiilii karaciger doku bloklarindan mikrotom ile (Leica

Microsystems, Almanya) 5-6 um kalinliginda kesitler alindi. Siniizoidlerde ve portal

alanlarda genisleme, konjesyon ve infiltrasyon dahil olmak iizere fibrozisi

degerlendirmek i¢in Masson Trichrome' ile boyandi.

Abromow ve ark.’nin (206) modifiye yontemine gore degerlendirilen histolojik

parametreler asagidaki gibidir:

- Portal alan ve vena sentralis ¢evresinde fibrozis, siniizoidlerde ve sentral venlerde

genisleme, konjesyon ve infiltrasyon degismesi.
- Parametrelerin her biri 0 ile 3 arasindaki skorlama ile degerlendirilmesi;

0=yok, 1=en az (minimum), 2=orta, 3= en fazla (maksimum) (Tablo 3.5.).
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Tablo 3.5. Histopatolojik skorlama sistemi.

Skor
Degisken
0 1 2 3
Fibrozis (portal | Mavi alan Portal Portal Portal alaninin
alan/vena yok alaninin alaninin yakininda
sentralis yakininda yakininda veya vena
cevresi) veya vena veya vena sentralis
sentralis sentralis gevresinde
cevresinde gevresinde siddetli mavi
nadir mavi | orta derecede alanlar
alanlar mavi alanlar
Siniizoidal/ Mavi alan | 1,5 x kontrol 2 X kontrol >2 x kontrol
Vena sentralis yok grubu grubu grubu
dilatasyonu
Konjesyon Mavi alan Birkag Neredeyse Tam
yok eritrosit yar1 dolu konjesyonel
damar liimeni liimen

3.3.5. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz i¢in Statistical Package for the Social Sciences (SPSS;
stiriim 20.0; SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) kullanildi. Sonuglar ortalama + standart
sapma olarak sunuldu. Tim istatistiksel karsilagtirmalar tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve ardindan Tukey testi kullanilarak yapildi. p degerinin <0,05 olmasi,

gruplar aras1 anlamli farkliliklarin gostergesi olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Biyokimyasal Bulgular
4.1.1. Hepatotoksisite Belirtecleri

Deneysel olarak etanol ile olusturulan karaciger hasarini gostermek ve CoQ10
ve IDE'in, etanoliin indiikledigi karaciger fibrozisine etkilerini degerlendirmek igin
saptanan serum GGT, ALT, AST, ALP ve TBIL diizeyleri Tablo 4.1'de sunuldu.

Kontrol olarak belirlenen Grup 1 ile karsilastirildiginda, Sekil 4.1°de de
gosterildigi iizere etanol uygulamasinin (Grup 2) GGT diizeylerini énemli Olgiide
artirdig1 saptandi (p=0.001). Grup 2 ile karsilastirildiginda CoQ10 verilen Grup 3 ve
Grup 4 GGT diizeylerinde doz bagimli azalma olsa da (her ikisi de p=0,001), bu dozlar
arasinda GGT diizeylerinde azalmanin istatistiksel olarak farkli olmadigi goriildi
(p>0,05). Grup 1 ile Grup 3 veya Grup 4 karsilastirildiginda GGT diizeylerinde anlamli
bir degisiklik olmadigi (her ikisi de p>0,05) ve GGT diizeylerinin kontrol ile ayni
diizeylere indigi goriildii. Grup 1 ile 20 mg/kg CoQ (Grup 7) karsilastirildiginda, GGT
diizeylerinde anlaml1 bir degisiklik olmadig1 ve tek basina CoQ uygulamasinin GGT
diizeylerinde degisiklige neden olmadigi gézlendi (p>0,05). Grup 3 ile Grup 7 ve Grup
4 ile Grup 7 karsilagtirildiginda GGT diizeylerinde anlamli bir degisiklik yoktu (her
ikisi de p>0,05). Tek basina etanol verilen Grup 2 ile IDE nin iki farkl1 dozu uygulanan
Grup 5 ve 6 karsilastirildiginda GGT diizeylerinde doz bagimli bir azalma oldugu
belirlendi (her ikisi de p=0,001). Ancak IDE’nin farkli dozlarinin uygulanmasi (Grup
5 ve 6 karsilagtirildiginda) GGT diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
olusturmadigs belirlendi (p>0,05). GGT diizeyleri IDE’nin artan dozlarinin
uygulandigr Grup 5 ve 6’da kontrole (Grup 1) kiyasla daha yiiksek bulundu (her ikisi
de p=0,001). Grup 1 ile IDE 100 mg/kg (Grup 8) karsilastirildiginda ise anlaml bir
degisiklik olmamasi tek basina IDE uygulamasmin GGT diizeylerini degistirmedigini
gosterdi (p>0,05). Tek basina IDE uygulamasi (Grup 8) ile karsilastirildiginda Grup 5
ve Grup 6’daki GGT diizeylerindeki farkliligin etanol toksisitesi kaynakli oldugu
goriildii (sirastyla p=0,001, p<0,01). CoQ10 ve IDE arasindaki farkliliklari
degerlendirdigimizde ise her ikisinde diisik dozlar (Grup 3 ile Grup 5)
karsilastirildiginda, Grup 3’tin GGT diizeylerini Grup 5’e gore anlamli diizeyde daha
cok azalttig1 ve daha etkili oldugu gériildii (p<0,05). CoQ10 diisiik doz ile IDE’nin



43

yiiksek dozu arasinda ise (Grup 3 ile Grup 6) GGT diizeylerinde anlamli bir degisiklik
olmadig belirlendi (p>0,05). CoQ10’un yiiksek dozu ile IDE’nin diisiik ve yiiksek
dozu (Grup 4 ile Grup 5 ve 6) karsilastirildiginda da, Grup 4’tiin GGT diizeylerini Grup
5 ve 6’ya gore onemli Ol¢iide daha cok azalttigi ve boylece CoQ10’un daha etkili
oldugu gozlendi (p=0001).

GGT (UIL)
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Sekil 4.1. Serum GGT diizeyleri.

GGT, y-glutamil transferaz; EtOH, Etanol; CoQ, Koenzim Q10; IDE, idebenon. Degerler ortalama +
S.D. olarak verildi. Istatistiksel karsilagtirmalar tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey testi kullamlarak
yapildi. Kontrol grubu (Grup 1) karsilastirilinca “p<0,05; “p<0,01; *p <0,001 ve etanol grubu (Grup
2) ile karsilastirilinca #p<0,05; #p<0,01; ##p<0,001.
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Kontrol grubu ile kiyaslayinca, etanol uygulamasi yapilan Grup 2’de ALT
diizeyinin daha yiiksek oldugu bulundu (Sekil 4.2; p=0,001). Grup 2’ye kiyasla CoQ10
verilen Grup 3 ve Grup 4’GUnALT diizeylerinin doza bagimli olarak énemli 6l¢iide
azaldigi (her ikisi de p=0,001), ayn1 zamanda bu dozlar arasinda da Grup 4’tin ALT
diizeylerini Grup 3’e gore 6nemli dl¢lide azalttig1 saptandi (p=0,001). Grup 1 ile Grup
3 karsilastirildiginda ALT diizeylerinde anlamli bir degisiklik olmadigi goriildii
(p>0,05). Fakat Grup 1 ile Grup 4 karsilastirildiginda, Grup 4’tin ALT diizeylerini
onemli ol¢iide azalttign gozlendi (p=0,001). Grup 1 ile 20 mg/kg CoQ (Grup 7)
karsilastirildiginda, ALT diizeylerinde anlamli bir degisiklik olmadigi ve tek basina
CoQ uygulamasinin ALT diizeylerinde degisiklige neden olmadig1 gézlendi (p>0,05).
Grup 3 ile Grup 7 karsilastirlldiginda ALT diizeylerinde anlamli bir degisiklik yoktu
(p>0,05). Grup 4 ile Grup 7 karsilastirildiginda ise etanol ile birlikte uygulanan 20
mg/kg CoQ10 grubunun (Grup 4) ALT diizeylerini 6nemli 6l¢lide daha ¢ok azalttig
gozlendi (p=0,001). Tek basima etanol ile verilen Grup 2 ile IDE’nin iki farkli dozu
uygulanan Grup 5 ve Grup 6 karsilastirildiginda ALT diizeylerinde doz bagimli bir
azalma oldugu belirlendi (her ikisi de p=0,001). Ancak IDE’nin farkli dozlarmin
uygulanmasinin (Grup 5 ve 6 karsilastirildiginda) ALT diizeylerinde istatistiksel
olarak anlaml1 bir fark olusturmadigi belirlendi (p>0,05). ALT diizeyleri IDE’nin artan
dozlarinin uygulandigt Grup 5 ve Grup 6, kontrolle (Grup 1) karsilastirildiginda
anlamli bir fark olmadigi gériildii (p>0,05). Grup 1 ile IDE 100 mg/kg (Grup 8)
karsilastrildiginda da anlamli bir degisiklik olmamasi tek bagma IDE uygulamasimin
ALT diizeylerini degistirmedigini gosterdi (p>0,05). Tek basina IDE uygulamasi
(Grup 8) ile karsilastirildiginda Grup 5 ve 6’da ALT diizeylerindeki farkliligin etanol
toksisitesi kaynakli oldugu gériildii (her ikisi de p<0,01). CoQ10 ve IDE arasindaki
farkliliklar1 degerlendirdigimizde ise her ikisinde diisiik dozlar (Grup 3 ile Grup 5)
karsilastirildiginda anlamli bir fark olmadig1 goriildi (p>0,05). CoQ10 diisiik doz ile
IDE’nin yiiksek dozu arasinda da (Grup 3 ile Grup 6) ALT diizeylerinde anlaml1 bir
degisiklik olmadig1 belirlendi (p>0,05). CoQ10’un yiiksek dozu ile IDE nin diisiik ve
yikksek dozu (Grup 4 ile Grup 5 ve 6) karsilastirildiginda da, Grup 4’iin ALT
diizeylerinin Grup 5 ve Grup 6’ya goére dnemli 6l¢iide daha ¢ok azalttig1 ve boylece

CoQ10’un daha etkili oldugu gozlendi (p=0,001).
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Sekil 4.2. Serum ALT diizeyleri.

ALT, Alanin transaminaz; EtOH, Etanol; CoQ, Koenzim Q10; IDE, Idebenon. Degerler ortalama + S.D.
olarak verildi. Istatistiksel karsilastirmalar tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey testi kullanilarak
yapildi. Kontrol grubu (Grup 1) ile karsilastirilinca “p<0,05; "p<0,01; *p <0,001 ve etanol grubu (Grup
2) ile karsilastirilinca #p<0,05; #p<0,01; ##p<0,001.

Etanol uygulamasi yapilan grup (Grup 2), Grup 1 ile karsilastirildiginda Sekil
4.2.’de de gosterildigi iizere Grup 2’nin AST diizeyini 6nemli Olglide artirdigini
gosterdi (p=0,001). Grup 2 ile karsilastirildiginda farkli dozlarda CoQ10 uygulanan
Grup 3 ve Grup 4 AST diizeylerinde doz bagimli azalma oldugu (her ikisi de p=0,001)
ve bu dozlar arasinda AST diizeylerini Grup 4’iin 6nemli dl¢iide daha fazla azalttig
tespit edildi (p=0,001). Grup 1 ile Grup 3 karsilastirildiginda AST diizeylerinde
anlamli bir degisiklik olmadigi goriildi (p>0,05). Fakat Grup 1 ile Grup 4
karsilagtirildiginda, Grup 4’iin AST diizeylerini 6nemli dlgiide azalttifi gdzlendi
(p=0,001). Grup 1 ile 20 mg/kg CoQ (Grup 7) karsilastirildiginda, AST diizeylerinde
anlaml bir degisiklik olmadig1 ve tek basina CoQ uygulamasinin AST diizeylerinde
degisiklige neden olmadig gozlendi (p>0,05). Grup 3 ile Grup 7 karsilastirildiginda
AST diizeylerinde anlamli bir degisiklik yoktu (p>0,05). Grup 4 ile Grup 7
karsilagtirildiginda ise etanol ile birlikte uygulanan 20 mg/kg CoQ10 grubunun (Grup
4) AST diizeylerini 6nemli 6l¢lide daha ¢ok azalttigi gozlendi (p=0,001). Grup 2 ile
IDE’nin iki farkli dozu uygulanan Grup 5 ve Grup 6 karsilastirildiginda AST
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diizeylerinde doz bagimli bir azalma oldugu belirlendi (her ikisi de p=0,001). Ancak
IDE nin farkli dozlarinin uygulanmasmin (Grup 5 ve 6 karsilastirildiginda) AST
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmadigi belirlendi (p>0,05).
AST diizeyleri IDE’nin artan dozlarinin uygulandigi Grup 5 ve Grup 6, kontrolle
(Grup 1) karsilastirildiginda anlaml bir fark olmadigi goriildi (p>0,05). Grup 1 ile
IDE 100 mg/kg (Grup 8) karsilastrildiginda ise anlamli bir degisiklik olmamasi tek
basina IDE uygulamasmim AST diizeylerini degistirmedigini gosterdi (p>0,05). Tek
basina IDE uygulamasi (Grup 8) ile karsilastirildiginda Grup 5 ve 6’da AST
diizeylerindeki farkliligin etanol toksisitesi kaynakli oldugu goriildi (her ikisi de
p<0,01). CoQ10 ve IDE arasindaki farkliliklar1 degerlendirdigimizde ise her ikisinde
diisiik dozlar (Grup 3 ile Grup 5) karsilastirildiginda anlamli bir fark olmadig goriildii
(p>0,05). CoQ10 diisiik doz ile IDE’nin yiiksek dozu arasinda da (Grup 3 ile Grup 6)
AST diizeylerinde anlamli bir degisiklik olmadigi belirlendi (p>0,05). CoQ10’un
yiiksek dozu ile IDE’nin diisiik ve yiiksek dozu (Grup 4 ile Grup 5 ve 6)
karsilagtirildiginda da, Grup 4’iin AST diizeylerinin Grup 5 ve Grup 6’ya goére dnemli
Olciide daha ¢ok azalttig1 ve boylece CoQ10’un daha etkili oldugu gézlendi (p=0,001).
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Sekil 4.3. Serum AST diizeyleri.

AST, Aspartat transaminaz; EtOH, Etanol; CoQ, Koenzim Q10; IDE, Idebenon. Degerler ortalama +
S.D. olarak verildi. Istatistiksel karsilastirmalar tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey testi kullanilarak
yapildi. Kontrol grubu (Grup 1) ile karsilastirilinca “p<0,05; ™p<0,01; *p <0,001 ve etanol grubu (Grup
2) ile karsilastirilinca #p<0,05; #p<0,01; ##p<0,001.
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Olgiim sonuglarina gore, etanol uygulanan grupta ALP diizeyleri dnemli dlgiide
artt1 (p=0,001). Grup 2 ile karsilastirildiginda farkli dozlarda CoQ10 uygulanan Grup
3 ve Grup 4 ALP diizeylerinde doz bagimli azalma oldugu (her ikisi de p=0,001) ve
bu dozlar arasinda ALP diizeylerini Grup 4’iin 6nemli 6l¢lide daha fazla azalttig1 tespit
edildi (p=0,001). Grup 1 ile Grup 3 karsilagtirildiginda ALP diizeylerinde anlamli bir
degisiklik olmadig1 goriildi (p>0,05). Fakat Grup 1 ile Grup 4 karsilastirildiginda,
Grup 4’lin ALP diizeylerini 6nemli 6l¢iide azalttigi gézlendi (p<0,05). Grup 1 ile 20
mg/kg CoQ (Grup 7) karsilastirildiginda, ALP diizeylerinde anlamli bir degisiklik
olmadig1r ve tek basina CoQ uygulamasinin ALP diizeylerinde degisiklige neden
olmadig1 gozlendi (p>0,05). Grup 3 ile Grup 7 karsilastirildiginda ALP diizeylerinde
anlaml1 bir degisiklik yoktu (p>0,05). Grup 4 ile Grup 7 karsilastirildiginda ise etanol
ile birlikte uygulanan 20 mg/kg CoQ10 grubunun (Grup 4) ALP diizeylerini 6nemli
dlciide daha ¢ok azalttigr gozlendi (p=0,001). Grup 2 ile IDE’nin iki farkli dozu
uygulanan Grup 5 ve Grup 6 karsilastirildiginda ALP diizeylerinde doz bagimli bir
azalma oldugu belirlendi (her ikisi de p=0,001). Ancak IDE’nin farkli dozlarinin
uygulanmasmim (Grup 5 ve 6 karsilagtirildiginda) ALP diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli bir fark olusturmadig: belirlendi (p>0,05). ALP diizeyleri IDE’nin artan
dozlarinin uygulandigt Grup 5 ve Grup 6, kontrolle (Grup 1) karsilastirildiginda
anlaml bir fark olmadig1 goriildii (p>0,05). Grup 1 ile IDE 100 mg/kg (Grup 8)
karsilastrildiginda ise anlamli bir degisiklik olmamasi tek basina IDE uygulamasimin
ALP diizeylerini degistirmedigini gosterdi (p>0,05). Tek bagma IDE uygulamasi
(Grup 8) ile karsilastirildiginda Grup 5 ve 6’da ALP diizeylerindeki farkliligin etanol
toksisitesi kaynakli oldugu goriildii (her ikisi de p<0,05). CoQ10 ve IDE arasindaki
farkliliklart degerlendirdigimizde ise her ikisinde diisiik dozlar (Grup 3 ile Grup 5)
karsilagtirildiginda anlamli bir fark olmadig: goriildii (p>0,05). CoQ10 diisiik doz ile
IDE’nin yiiksek dozu arasinda da (Grup 3 ile Grup 6) ALP diizeylerinde anlamli bir
degisiklik olmadig belirlendi (p>0,05). CoQ10’un yiiksek dozu ile IDE’nin diisiik ve
yikksek dozu (Grup 4 ile Grup 5 ve 6) karsilastirildiginda da, Grup 4’tin ALP
diizeylerinin Grup 5 ve Grup 6’ya gore onemli dl¢lide daha ¢ok azalttig1 ve boylece

CoQ10’un daha etkili oldugu gozlendi (p=0,001).
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Sekil 4.4. Serum ALP diizeyleri.

ALP, Alkalin fosfataz; EtOH, Etanol; CoQ, Koenzim Q10; IDE, Idebenon. Degerler ortalama + S.D.
olarak verildi. Istatistiksel karsilastirmalar tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey testi kullanilarak
yapildi. Kontrol grubu (Grup 1) ile karsilastirilinca “p<0,05; "p<0,01; “p <0,001 ve etanol grubu (Grup
2) ile karsilastirilinca #p<0,05; #p<0,01; ##p<0,001.

Total biliriibin diizeyleri i¢in Grup 1 ile yapilan karsilastirmada, Grup 2’deki
TBIL diizeyi ortalamasinin 6nemli dl¢iide fazla oldugu gériildi (p=0,001). Grup 2 ile
karsilastirildiginda CoQ10 verilen Grup 3 ve Grup 4 TBIL diizeylerinde doz bagimli
azalma olsa da (her ikisi de p=0,001) bu dozlar arasinda TBIL diizeylerinde azalmanin
istatistiksel olarak farkli olmadigi gorildi (p>0,05). Grup 1 ile Grup 3 veya Grup 4
karsilastirildiginda TBIL diizeylerinde anlamli bir degisiklik olmadig1 goriildii (her
ikisi de p>0,05) ve TBIL diizeylerinin kontrol ile ayn1 diizeylere indigi goriildii. Grup
1 ile 20 mg/kg CoQ (Grup 7) karsilastirildiginda, TBIL diizeylerinde anlamli bir
degisiklik olmadig: ve tek basina CoQ uygulamasimin TBIL diizeylerinde degisiklige
neden olmadig1 gozlendi (p>0,05). Grup 3 ile Grup 7 ve Grup 4 ile Grup 7
karsilagtirildiginda TBIL diizeylerinde anlamli bir degisiklik yoktu (her ikisi de
p>0,05). Grup 2 ile IDE’nin iki farkli dozu uygulanan Grup 5 ve Grup 6
karsilastirildiginda TBIL diizeylerinde doz bagimli bir azalma oldugu belirlendi
(sirastyla p<0,01, p=0,001). Ancak IDE’nin farkli dozlarinin uygulanmasinin (Grup 5
ve 6 karsilastirildiginda) TBIL diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
olusturmadigi belirlendi (p>0,05). TBIL diizeyleri IDE’nin artan dozlarmin
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uygulandigt Grup 5 ve Grup 6, kontrolle (Grup 1) karsilastirildiginda anlamli bir fark
olmadig1 gériildii (p>0,05). Grup 1 ile IDE 100 mg/kg (Grup 8) karsilastrildiginda ise
anlaml1 bir degisiklik olmamas1 tek basmna IDE uygulamasmin TBIL diizeylerini
degistirmedigini gdsterdi (p>0,05). Tek basma IDE uygulamasi (Grup 8) ile
karsilastirildiginda Grup 5 ve 6’da TBIL diizeylerindeki farkliligin etanol toksisitesi
kaynakl1 oldugu goriildii (her ikisi de p=0,001). CoQ10 ve IDE arasindaki farkliliklar1
degerlendirdigimizde ise her ikisinde diisiik dozlar (Grup 3 ile Grup 5)
karsilastirildiginda anlamli bir fark olmadigi goriildii (p>0,05). CoQ10 diisiik doz ile
IDE nin yiiksek dozu arasinda da (Grup 3 ile Grup 6) TBIL diizeylerinde anlaml1 bir
degisiklik olmadig belirlendi (p>0,05). CoQ10’un yiiksek dozu ile IDE’nin diisiik ve
yiiksek dozu (Grup 4 ile Grup 5 ve 6) karsilastirildiginda da, Grup 4’iin TBIL
diizeylerinin Grup 5 ve Grup 6’ya gore onemli dl¢lide daha ¢ok azalttig1 ve boylece

CoQ10’un daha etkili oldugu gozlendi (p<0,01).

TBIL (umol/L)
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Sekil 4.5. Serum total biliriibin diizeyleri.

TBIL, Total biliriibin; EtOH, Etanol; CoQ, Koenzim Q10; IDE, idebenon. Degerler ortalama + S.D.
olarak verildi. Istatistiksel kargilagtirmalar tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey testi kullanilarak
yapildi. Kontrol grubu (Grup 1) ile karsilastirilinca “p<0,05; ““p<0,01; ™p <0,001 ve etanol grubu (Grup
2) ile karsilastirilinca #p<0,05; #p<0,01, #¥p<0,001.



4.1.2. Oksidatif Stres Belirtecleri

51

Sican karaciger dokularindaki oksidatif stres belirtegleri GSHve MDA

diizeyleri ile SOD aktivitesindeki degisiklikler Tablo 4.2°deki tiim gruplarda

degerlendirilmistir.

Tablo 4.2. Oksidatif stres belirtecinin 6l¢iim sonuglari.

GRUP SOD _ GSH MDA
(U/mg protein) (nmol/mg protein)

1 (Kontrol) 45,1 + 23" 4,1 + 0,2 2,0+ 0,17

2 (EtOH) 31,5+2,5™ 2,9+02" 40+0,1"™"

3 (EtOH + CoQ 10) 40,0 + 1,7 3,6 + 0,27 1,9 + 0,17

4 (EtOH + CoQ 20) 41,8 = 1,2%# 3,8 £ 0,44 1,8 £0,1%#

5 (EtOH + IDE 50) 34,4 +2,9™ 3,1+£0,2" 3,9+0,17

6 (EtOH + IDE 100) 36,7 +3,2" 3,44 0,24 3,7+ 0,17

7 (CoQ 20) 53,2 £ 449 434 0,20 2,0 + 0,27

8 (IDE 100) 47,7 + 3,8% 4,2 +0,3%* 1,9 £ 0,1%#

SOD, Siiperoksit dismutaz; GSH, Glutatyon; MDA, Malondialdehit; U, Unite; EtOH, Etanol; CoQ,
Koenzim Q10; IDE, idebeno. Istatistiksel karsilagtirmalar tek yonli ANOVA ve Tukey testleri
kullanilarak yapildi; Kontrol grubu (Grup 1) ile karsilagtirilinca *p<0,05; **p<0,01; ***p <0,001 ve
etanol grubu (Grup 2) ile karsilastirilinca #p<0.05; #p<0,01, #¥p<0,001. Degerler ortalama + S.D. olarak
verildi.

Olgiim sonuglarina gére, kontrole (Grup 1) kiyasla etanol uygulanan grupta
(Grup 2) SOD aktiviteleri azald1 (p=0,001). Grup 2 ile karsilastirildiginda, 10 mg/kg
(Grup 3) ve 20 mg/kg CoQ10 (Grup 4) uygulamasi, SOD aktivitelerinde doza bagimhi
sekilde artis gostersede (sirasiyla p<0,01 ve p=0,001) bu dozlar arasinda SOD
aktivitelerindeki artigin istatistiksel olarak farkli olmadigi gézlendi (p>0,05). Grup 1
ile Grup 3 veya Grup 4 karsilastirildiginda SOD aktivitelerinde anlamli bir degisiklik
olmadig1 goriildi (her ikisi de p>0,05) ve SOD aktivitelerinin kontrol ile ayn
diizeylere ¢iktig1 goriildii. Grup 1 ile 20 mg/kg CoQ (Grup 7) karsilastirildiginda, Grup
7’nin SOD aktivitesinde anlamli bir artis gosterdigi gozlendi (p=0,001). Grup 3 ile
Grup 7 ve Grup 4 ile Grup 7 karsilastirildiginda Grup 4’iin SOD akivitesini 6nemli
olgiide daha ¢ok artirdig gozlendi (her ikisi de p=0,001). Grup 2 ile IDE’nin iki farkl1
dozu uygulanan Grup 5 ve Grup 6 karsilagtirildiginda SOD aktivitelerinde istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklik olmadig1 goriildii (p>0,05). IDE’nin farkli dozlarmin
uygulanmasinin da (Grup 5 ve 6 karsilastirildiginda) SOD aktivitelerinde istatistiksel
olarak anlamli bir fark olusturmadig belirlendi (p>0,05). SOD aktiviteleri, IDE nin
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artan dozlarinin uygulandigi Grup 5 ve 6’da, kontrole (Grup 1) kiyasla daha diisiik
bulundu (sirastyla p=0,001, p<0,01). Grup 1 ile IDE 100 mgkg (Grup 8)
karsilastrildiginda ise anlamli bir degisiklik olmamasi tek basina IDE uygulamasinin
SOD aktivitelerini degistirmedigini gosterdi (p>0,05). Tek basma IDE uygulamasi
(Grup 8) ile karsilastirildiginda Grup 5 ve 6’da SOD aktivitelerindeki farkliligin etanol
toksisitesi kaynakl1 oldugu goriildii (her ikisi de p=0,001). CoQ10 ve IDE arasindaki
farkliliklar1 degerlendirdigimizde ise her ikisinde diisiik dozlar (Grup 3 ile Grup 5)
karsilastirildiginda anlamli bir fark olmadig1 goriildii (p>0,05). CoQ10 diisiik doz ile
IDE nin yiiksek dozu arasinda da (Grup 3 ile Grup 6) SOD aktivitelerinde anlamli bir
degisiklik olmadig belirlendi (p>0,05). CoQ10’un yiiksek dozu ile IDE’nin diisiik ve
yiiksek dozu (Grup 4 ile Grup 5 ve 6) karsilastirlldiginda da, Grup 4’tin SOD
aktivitelerini Grup 5 ve Grup 6’ya goére onemli 6lgiide daha ¢ok artirdigr ve boylece
CoQ10’un daha etkili oldugu gozlendi (p<0,01).
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Sekil 4.6. Sican karaciger dokularindaki siiperoksit dismutaz enzim aktiviteleri.

SOD, Siiperoksit dismutaz; EtOH, Etanol; CoQ, Koenzim Q10; IDE, idebenon. Degerler ortalama =+
S.D. olarak verildi. Istatistiksel karsilastirmalar tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey testi kullanilarak
yapildi. Kontrol grubu (Grup 1) karsilagtirilinca “p<0,05; ™p<0,01; ““p <0,001 ve etanol grubu (Grup
2) ile karsilastirilinca #p<0,05; #p<0,01; ##p<0,001.
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Glutatyon diizeyleri degerlendirildiginde (Sekil 4.7), Grup 1’e gore etanol
uygulanan grupta (Grup 2) GSH diizeyleri azaldi (p=0,001). Grup 2 ile
karsilastirildiginda, 10 mg/kg (Grup 3) ve 20 mg/kg CoQ10 (Grup 4) uygulamas1 GSH
diizeylerinde doz bagimli artis gosterse de (her ikisi de p=0,001) bu dozlar arasinda
GSH diizeylerindeki artigin istatistiksel olarak farkli olmadig1 gozlendi (p>0,05). Grup
1 ile Grup 3 veya Grup 4 karsilastirildiginda GSH diizeylerinde anlamli bir degisiklik
olmadigr gorildii (her ikisi de p>0,05). Grup 1 ile 20 mg/kg CoQ (Grup 7)
karsilastirildiginda, GSH diizeylerinde anlamli bir degisiklik olmadig1 ve tek basina
CoQ uygulamasimin GSH diizeylerinde degisiklige neden olmadig1 gozlendi (p>0,05).
Grup 3 ile Grup 7 ve Grup 4 ile Grup 7 karsilastirildiginda Grup 4’iin GSH diizeylerini
onemli 6l¢lide daha gok artirdig1 gézlendi (sirasiyla p=0,001, p>0,01). Grup 2 ile Grup
5 karsilastinlldiginda GSH diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
olmadigi gorildi (p>0,05). Grup 2 ile Grup 6 karsilastirildiginda ise Grup 6’nin GSH
diizeylerini artirdig1 gozlendi (p>0,05). IDE’nin farkli dozlarmin uygulanmasinin da
(Grup 5 ve 6 karsilastirildiginda) GSH diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
olusturmadigi belirlendi (p>0,05). GSH diizeyleri, IDE’nin artan dozlarmmn
uygulandigr Grup 5 ve 6’da, kontrole (Grup 1) kiyasla daha diisiikk bulundu (her ikisi
de p=0,001). Grup 1 ile IDE 100 mg/kg (Grup 8) karsilastrildiginda ise anlamli bir
degisiklik olmamasi tek bagina IDE uygulamasimin GSH diizeylerini degistirmedigini
gdsterdi (p>0,05). Tek basina IDE uygulamas (Grup 8) ile karsilastirildiginda Grup 5
ve 6’da GSH diizeylerindeki farkliligin etanol toksisitesi kaynakli oldugu goriildii (her
ikisi de p=0,001). CoQ10 ve IDE arasindaki farkliliklar1 degerlendirdigimizde ise her
ikisinde diistik dozlar (Grup 3 ile Grup 5) karsilastirildiginda Grup 3’tin GSH
diizeylerini Grup 5’e gore anlamli diizeyde daha ¢ok artirdigi ve daha etkili oldugu
goriildii (p<0,05). CoQ10 diisiik dozu ile IDE nin yiiksek dozu arasinda ise (Grup 3
ile Grup 6) GSH diizeylerinde anlamli bir degisiklik olmadigi belirlendi (p>0,05).
CoQ10’un yiiksek dozu ile IDE nin diisiik ve yiiksek dozu (Grup 4 ile Grup 5 ve 6)
karsilagtirildiginda da, Grup 4’iin GSH diizeylerini Grup 5 ve Grup 6’ya gore dnemli
Olciide daha ¢ok artirdig1 ve boylece CoQ10’un daha etkili oldugu gézlendi (sirastyla
p=0,001, p<0,05).
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Sekil 4.7. Sican karaciger dokularindaki glutatyon diizeyleri.

GSH, Glutatyon; EtOH, Etanol; CoQ, Koenzim Q10; IDE, idebenon. Degerler ortalama + S.D. olarak
verildi. Istatistiksel karsilastirmalar tek yonli ANOVA ve ardindan Tukey testi kullanilarak yapildi.
Kontrol grubu (Grup 1) karsilastirilinca “p<0,05; *“p<0,01; ™ p <0,001 ve etanol grubu (Grup 2) ile
karsilastirilinca #p<0,05; #p<0,01; #¥p<0,001.

Sekil 4.8’de goriildigi tizere, MDA diizeylerinin kontrol grubuna goére etanol
uygulanan hayvanlarda (Grup 2) artti§i saptandi (p=0,001). Grup 2 ile
karsilastirildiginda, 10 mg/kg (Grup 3) ve 20 mg/kg CoQ10 (Grup 4) uygulamasi
MDA diizeylerinde doz bagimli bir sekilde azalmaya neden olsa da (her ikisi de
p=0,001) bu dozlar arasinda MDA diizeylerinde azalmanin istatistiksel olarak farkli
olmadig1 goriildii (p>0,05). Grup 1 ile Grup 3 veya Grup 4 karsilastirildiginda MDA
diizeylerinde anlamli bir degisiklik olmadig1 gozlendi (her ikisi de p>0,05) ve MDA
diizeylerinin kontrol ile ayn1 diizeylere geldigi goriildii. Grup 1 ile 20 mg/kg CoQ
(Grup 7) karsilastirildiginda, MDA diizeylerinde anlamli bir degisiklik olmadigi ve tek
basima CoQ uygulamasimnin MDA diizeylerinde degisiklige neden olmadig1 gozlendi
(p>0,05). Grup 3 ile Grup 7 ve Grup 4 ile Grup 7 Kkarsilastirildiginda MDA
diizeylerinde anlaml bir degisiklik yoktu (her ikisi de p>0,05). Grup 2 ile IDE nin iki
farkli dozu uygulanan Grup 5 ve Grup 6 karsilastirildiginda MDA diizeylerinde doz
bagimli bir azalma oldugu belirlendi (her ikisi de p<0,01). Ancak IDE’nin farkli
dozlarinin uygulanmasinin (Grup 5 ve 6 karsilastirildiginda) MDA diizeylerinde
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istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmadig: belirlendi (p>0,05). MDA diizeyleri
IDE’nin artan dozlarinin uygulandigi Grup 5 ve Grup 6’da kontrole (Grup 1) kiyasla
daha yiiksek bulundu (p=0,001). Grup 1 ile IDE 100 mg/kg (Grup 8) karsilastrildiginda
ise anlaml1 bir degisiklik olmamasi tek basma IDE uygulamasinin MDA diizeylerini
degistirmedigini gosterdi (p>0,05). Tek basina IDE uygulamasi (Grup 8) ile
karsilagtirildiginda Grup 5 ve 6’da MDA diizeylerindeki farkliligin etanol toksisitesi
kaynakli oldugu goriildii (her ikisi de p=0,001). CoQ10 ve IDE arasindaki farkliliklari
degerlendirdigimizde ise her ikisinde diisiik dozlar (Grup 3 ile Grup 5)
karsilastirildiginda Grup 3’tin MDA diizeylerini Grup 5’e gore anlamli diizeyde daha
cok azalttig1 ve daha etkili oldugu goriildii (p=0,001). CoQ10 diisiik doz ile IDE’ nin
yiiksek dozu arasinda da (Grup 3 ile Grup 6) MDA diizeylerinde anlamli bir degisiklik
olmadig1 belirlendi (p>0,05). CoQ10’un yiiksek dozu ile IDE’nin diisiik ve yiiksek
dozu (Grup 4 ile Grup 5 ve 6) karsilastirildiginda da, Grup 4’iin MDA diizeylerinin
Grup 5 ve Grup 6’ya gore onemli dl¢iide daha ¢ok azalttig1 ve boylece CoQ10’un daha
etkili oldugu gézlendi (p<0,01).
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Sekil 4.8. Sican karaciger dokularindaki malondialdehit diizeyleri.

MDA, Malondialdehit; EtOH, Etanol; CoQ, Koenzim Q10; IDE, idebenon. Degerler ortalama + S.D.
olarak verildi. Istatistiksel kargilagtirmalar tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey testi kullanilarak
yapildi. Kontrol grubu (Grup 1) karsilagtirilinca “p<0,05; ™p<0,01; ““p <0,001 ve etanol grubu (Grup
2) ile karsilastirilinca #p<0,05; #p<0,01; ##p<0,001.
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4.2. Molekiiler Bulgular

NLRP3 inflamazom yolag1 (NF-kB, NLRP3, Kaspaz-1, IL-18 ve IL-1pB) ve
fibrozis gelisimi (TGF-B) ile iliskili proteinlerin mRNA ekspresyon diizeyleri
incelendi ve deney gruplar1 degerlendirildi (Sekil 4.9). Kontrol hayvanlar1 (Grup 1) ile
etanoliin indiikledigi fibrozis modeli (Grup 2) karsilastirildiginda, siganlarin karaciger
dokularindaki kaspaz-1 mRNA ekspresyonlariin artigin anlamli oldugu saptandi
(p=0,001). Etanol ile 10 mg/kg ve 20 mg/kg CoQ10 (sirasiyla, Grup 3 ve 4)
uygulamasi ve sadece etanol verilen Grup 2 karsilastirildiginda, kaspaz-1 mRNA
ekspresyonunda 6nemli bir azalma oldugu ve bu azalmanin doz bagiml bir sekilde
gerceklestigi bulundu (p=0,001). Ancak bu dozlar arasinda kaspaz-1 mRNA
ekspresyonundaki azalmanin istatistiksel olarak farkli olmadigi gozlendi (p>0,05).
Grup 1 ile Grup 3 veya Grup 4 karsilastirildiginda kaspaz-1 mRNA ekspresyonunda
anlamli bir degisiklik olmadigi (her ikisi de p>0,05) ve kaspaz-1 mMRNA
ekspresyonlarinin kontrol ile ayni diizeylere indigi goriildii. Grup 1 ile 20 mg/kg CoQ
(Grup 7) karsilastirildiginda, kaspaz-1 mRNA ekspresyonlarinda anlamli bir degisiklik
olmadigi ve tek bagma CoQ uygulamasmnin kaspaz-1 mRNA ekspresyonunda
degisiklige neden olmadigi gozlendi (p>0,05). Grup 3 ile Grup 7 karsilastirildiginda
kaspaz-1 mRNA ekspresyonunda anlamli bir degisiklik yoktu (p>0,05). Grup 4 ile
Grup 7 karsilastirildiginda Grup 4’tin Grup 7’ye gore kaspaz-1 mRNA ekspresyonunu
anlaml 6lcilide daha ¢ok azalttig1 gézlendi (p<0,05). Tek basina etanol verilen Grup 2
ile IDE’nin iki farkli dozu uygulanan Grup 5 ve 6 karsilastirildiginda kaspaz-1 mRNA
ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi gozlendi (p>0,05).
Ayrica IDE’nin farkli dozlarinin uygulanmasi (Grup 5 ve 6 karsilastirildiginda)
kaspaz-1 mRNA ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmadi
(p>0,05). Kaspaz-1 mRNA ekspresyonlar1 IDE’nin artan dozlarmin uygulandigi Grup
5 ve 6’da kontrole (Grup 1) kiyasla daha yiiksek bulundu (her ikisi de p=0,001). Grup
1 ile IDE 100 mg/kg (Grup 8) karsilastirildiginda ise anlaml bir degisiklik olmamasi
tek bagma IDE uygulamasmin kaspaz-1 mRNA ekspresyonlarmi degistirmedigini
gosterdi (p>0,05). Tek basina IDE uygulamasi (Grup 8) ile karsilastirildiginda Grup 5
ve Grup 6’daki kaspaz-1 mRNA ekspresyonlarinda ki farkliligin etanol toksisitesi
kaynakli oldugu goriildii (her ikisi de p=0,001). CoQ10 ve IDE arasindaki farkliliklari
degerlendirdigimizde ise her ikisinde diisik dozlar (Grup 3 ile Grup 5)
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karsilagtirildiginda, Grup 3’in kaspaz-1 mRNA ekspresyonlarint Grup 5’¢ gore
anlaml diizeyde daha c¢ok azalttig1 ve daha etkili oldugu goriildii (p=0,001). CoQ10
diisiik doz ile IDE’nin yiiksek dozu karsilastirildiginda (Grup 3 ile Grup 6) kaspaz-1
MRNA ekspresyonlarini Grup 3’{in, Grup 6’ya gére anlaml1 diizeyde daha ¢ok azalttigi
gdzlendi (p=0,001). CoQ10’un yiiksek dozu ile IDE’nin diisiik ve yiiksek dozu (Grup
4 ile Grup 5 ve 6) karsilastirildiginda da, Grup 4’iin kaspaz-1 mRNA ekspresyonlarini
Grup 5 ve 6’ya gore onemli 6l¢iide daha ¢ok azalttig1 ve boylece CoQ10’un daha etkili
oldugu gozlendi (p=0001).

Kaspaz-1 mRNA ekspresyonu
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Sekil 4.9. Sicanlarin karaciger dokusundaki kaspaz-1 mRNA ekspresyonlari.

EtOH, Etanol; CoQ, Koenzim Q10; IDE, idebenon. Ekspresyonlardaki kat degisimleri 22t yontemi
kullanilarak verildi. Degerler ortalama + S.D. olarak verildi. Istatistiksel karsilastirmalar tek yonlii
ANOVA ve ardindan Tukey testi kullanilarak yapildi. Kontrol grubu (Grup 1) karsilagtirilinca
#%%p<(),05 ve etanol grubu (Grup 2) ile karsilastirilinca ##p<0,001.

Sekil 4.10°da gosterildigi lizere, negatif kontrol grubu (Grup 1) ile etanoliin
indiikledigi fibrozis modeli (Grup 2), karsilastirildiginda, siganlarin karaciger
dokularindaki NF-kB mRNA ekspresyonlarinin farkli oldugu ve ekspresyonun Grup
2’de anlamli daha yiiksek oldugu saptandi (p=0,001). Etanol ile 10 mg/kg (Grup 3) ve
20 mg/kg CoQ10 (Grup 4) tedavisi, Grup 2 ile karsilastirildiginda doz bagimli bir
sekilde NF-kB mRNA ekspresyonunda onemli bir azalma gosterdi (her ikisi de
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p=0,001). CoQ10’un iki farkli dozu uygulanan Grup 3 ve Grup 4 karsilastirildiginda
ise Grup 4’de NF-kB mRNA ekspresyonunda Grup 3’e gore 6nemli 6l¢iide azalma
saptand1 (p<0,05). Grup 1 ile Grup 3 veya Grup 4 karsilastirildiginda NF-kB mRNA
ekspresyonlarinda anlamli bir degisiklik olmadigi goriildi (her ikisi de p>0,05). Grup
1 ile 20 mg/kg CoQ (Grup 7) karsilastirildiginda, NF-kB mRNA ekspresyonlarinda
anlaml bir degisiklik olmadig1 ve tek basina CoQ uygulamasinin NF-xB mRNA
ekspresyonlarinda degisiklige neden olmadig1 gozlendi (p>0,05). Grup 3 ile Grup 7 ve
Grup 4 ile Grup 7 karsilastirildiginda NF-kB mRNA ekspresyonlarint Grup 7’nin
onemli dlglide daha ¢ok azalttigi gozlendi (sirastyla p=0,001, p>0,01). Grup 2 ile Grup
5 karsilagtirildiginda NF-kxB mRNA ekspresyonlarinda anlamli bir degisiklik yoktu
(p>0,05). Grup 2 ile Grup 6 karsilastirildiginda ise Grup 6’nin NF-kxB mRNA
ekspresyonunu azalttig belirlendi (p=0,001). Ancak IDE’nin farkli dozlarinmn
uygulanmasinda (Grup 5 ve 6 Kkarsilastirildiginda) Grup 6’nin NF-kB mRNA
ekspresyonunu Grup 5’e gore daha fazla azalttig1 gozlendi (p<0,05). NF-kB mRNA
ekspresyonlart IDE nin artan dozlarinmn uygulandigi Grup 5 ve Grup 6, kontrolle
(Grup 1) karsilastirildiginda anlaml bir fark olmadigi gériildi (p>0,05). Grup 1 ile
IDE 100 mg/kg (Grup 8) karsilastrildiginda ise anlamli bir degisiklik olmamasi tek
basina IDE uygulamasinin NF-kB mRNA ekspresyonlarini degistirmedigini gosterdi
(p>0,05). Tek basina IDE uygulamasi (Grup 8) ile karsilastirildiginda Grup 5 ve 6’da
NF-k<B mRNA ekspresyonlarinda ki farkliligin etanol toksisitesi kaynakli oldugu
goriildii (her ikisi de p=0,001). CoQl0 ve IDE arasindaki farkliliklar
degerlendirdigimizde ise her ikisinde diisiik dozlar (Grup 3 ile Grup 5)
karsilastirildiginda Grup 3’tin Grup 5’e gore NF-kB mRNA ekspresyonlarint anlaml
diizeyde daha fazla azalttig1 gozlendi (p<0,01). CoQ10 diisiik doz ile IDE nin yiiksek
dozu arasinda da (Grup 3 ile Grup 6) NF-kxB mRNA ekspresyonlarinda anlamli bir
degisiklik olmadig belirlendi (p>0,05). CoQ10’un yiiksek dozu ile IDE’nin diisiik ve
yiiksek dozu (Grup 4 ile Grup 5 ve 6) karsilastirildiginda da, Grup 4’iin NF-kxB mRNA
ekspresyonlarini Grup 5 ve Grup 6’ya gore dnemli dl¢iide daha ¢ok azalttigi ve boylece
CoQ10’un daha etkili oldugu gozlendi (p<0,01).
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Sekil 4.10. Siganlarin karaciger dokusundaki NF-xB mRNA ekspresyonlari.

EtOH, Etanol; CoQ, Koenzim Q10; IDE, idebenon. Ekspresyonlardaki kat degisimleri 2"*2 yontemi
kullamilarak verildi. Degerler ortalama + S.D. olarak verildi. Istatistiksel karsilastirmalar tek yonlii
ANOVA ve ardindan Tukey testi kullanilarak yapildi. Kontrol grubu (Grup 1) karsilastirilinca
*#%p<(),05 ve etanol grubu (Grup 2) ile karsilastirilinca ##p<0,001.

Sekil 4.11°de gruplarda belirlenen TGF- mRNA ekspresyonlar1 gosterilmistir.
Pozitif kontrol olarak da degerlendirebilecegimiz Grup 2 (etanoliin indiikledigi
fibrozis modeli), negatif kontrol (Grup 1) ile karsilastirildiginda sicanlarin karaciger
dokularindaki TGF-f mRNA ekspresyonlarinin anlamli farkli oldugu ve Grup 2’de bir
artisin s6z konusu oldugu saptandi (p=0001). Etanol ile 10 mg/kg ve 20 mg/kg CoQ10
tedavisi (sirastyla, Grup 3 ve 4), Grup 2 ile karsilastirildiginda doz bagimli bir sekilde
TGF-B mRNA ekspresyonunda bir azalma oldugu bulundu; ancak, Grup 3 ve 4, TGF-
B mRNA ekspresyonunda gruplar arasi anlamli bir fark gézlenmedi (her ikisi de
p>0.05). Grup 1 ile Grup 3 veya Grup 4 karsilastirildiginda TGF-p mRNA
ekspresyonlarinda anlamli bir degisiklik olmadigi (her ikisi de p>0,05) ve TGF-p
MRNA ekspresyonlariin kontrol ile aymi diizeylere indigi goriildii. Grup 1 ile 20
mg/kg CoQ (Grup 7) karsilastirildiginda, TGF-p mRNA ekspresyonlarinda anlamli bir
degisiklik olmadigt ve tek basmma CoQ uygulamasinin TGF-fB mRNA
ekspresyonlarinda degisiklige neden olmadig1 gozlendi (p>0,05). Grup 3 ile Grup 7 ve
Grup 4 ile Grup 7 karsilastirildiginda TGF-p mRNA ekspresyonlarinda anlamli bir
degisiklik yoktu (her ikisi de p>0,05). Tek basina etanol verilen Grup 2 ile IDE nin iki
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farkli dozu wuygulanan Grup 5 ve 6 Kkarsilastinldiginda TGF-B mRNA
ekspresyonlarinda doz bagimli bir azalma oldugu belirlendi (her ikisi de p=0,001).
IDE’nin farkli dozlarmin uygulandiginda (Grup 5 ve 6 Karsilastirildiginda), Grup 6’nin
TGF-B mRNA ekspresyonunu Grup 5’e gore daha fazla azalttig1 gozlendi (p=0,001).
TGF-B mRNA ekspresyonlar1 IDE’nin artan dozlarmin uygulandigi Grup 5 ve 6’da
kontrole (Grup 1) kiyasla daha yiiksek bulundu (her ikisi de p=0,001). Grup 1 ile IDE
100 mg/kg (Grup 8) karsilastirildiginda ise Grup 8’in TGF-f mRNA ekspresyonunda
anlaml bir artis oldugu gozlendi (p<0,05). Tek basina IDE uygulamasi (Grup 8) ile
karsilagtirildiginda Grup 5 ve Grup 6’daki TGF-B mRNA ekspresyonlarinda ki
farkliligin etanol toksisitesi kaynakli oldugu goriildii (her ikisi de p=0,001). CoQ10 ve
IDE arasindaki farkliliklar1 degerlendirdigimizde ise her ikisinde diisiik dozlar (Grup
3 ile Grup 5) karsilastirildiginda, Grup 3’°tin TGF-f mRNA ekspresyonlarint Grup 5’e
gore anlamli diizeyde daha ¢ok azalttifi ve daha etkili oldugu goriildii (p=0,001).
CoQ10 diisiik doz ile IDE’nin yiiksek dozu karsilastirildiginda da (Grup 3 ile Grup 6)
Grup 3’iin TGF-f mRNA ekspresyonlarint Grup 6’ya gore anlamli diizeyde daha ¢ok
azalttigr belirlendi (p=0,001). CoQ10’un yiiksek dozu ile IDE nin diisiik ve yiiksek
dozu (Grup 4 ile Grup 5 ve 6) karsilastirildiginda da, Grup 4’tiin TGF-B mRNA
ekspresyonlarint Grup 5 ve 6’ya gore onemli 6lgiide daha ¢ok azalttigi ve bdylece
CoQ10’un daha etkili oldugu gozlendi (p=0001).

TGF-B mRNA ekspresyonu

Sekil 4.11. Sicanlarin karaciger dokusundaki TGF-f mRNA ekspresyonlari.

EtOH, Etanol; CoQ, Koenzim Q10; IDE, idebenon. Ekspresyonlardaki kat degisimleri 2" yéntemi
kullanilarak verildi. Degerler ortalama + S.D. olarak verildi. Istatistiksel karsilastirmalar tek yonlii
ANOVA ve ardindan Tukey testi kullanilarak yapildi. Kontrol grubu (Grup 1) karsilastirilinca
*#%p<(),05 ve etanol grubu (Grup 2) ile karsilastirilinca ##p<0,001.
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Etanoliin indiikledigi fibrozis modeli (Grup 2) ile negatif kontrol hayvanlari
(Grup 1) karsilastirildiginda, siganlarin karaciger dokularindaki IL-18 mRNA
ekspresyonlar1 anlamli bir artis gosterdi (p=0001; Sekil 4.12). Grup 2 ile
karsilastirildiginda etanol ile 10 mg/kg (Grup 3) ve 20 mg/kg CoQ10 (Grup 4) tedavisi,
doz bagimli bir sekilde 1L-18 mRNA ekspresyonunda dnemli bir azalmaya neden oldu
(p=0,001). Ayrica, Grup 3 ve 4’de IL-18 mRNA ekspresyonunda gruplar arasi anlamli
bir farklilik gosterdi (p<0,01). Grup 1 ile Grup 3 veya Grup 4 karsilastirildiginda IL-
18 mMRNA ekspresyonlarinda anlamli bir degisiklik olmadig1 goriildii (her ikisi de
p>0,05). Grup 1 ile 20 mg/kg CoQ (Grup 7) karsilagtirildiginda, 1L-18 mRNA
ekspresyonlarinda anlamli bir degisiklik olmadig1 ve tek basina CoQ uygulamasinin
IL-18 mRNA ekspresyonlarinda degisiklige neden olmadigi gézlendi (p>0,05). Grup
3 ile Grup 7 karsilastirildiginda, Grup 7°nin IL-18 mRNA ekspresyonlarini anlamli
diizeyde daha ¢ok azalttig1 goriildii (p=0,001). Grup 4 ile Grup 7 karsilastirildiginda
ise IL-18 mRNA ekspresyonlarinda anlamli bir degisiklik yoktu (p>0,05). Tek basina
etanol verilen Grup 2 ile Grup 5 karsilastirildiginda I1L-18 mRNA ekspresyonlarinda
anlamli bir degisiklik olmadigi gozlendi (p>0,05). Grup 2 ile Grup 6
karsilastirildiginda ise IL-18 mRNA ekspresyonlarinda azalma oldugu belirlendi
(p=0,001). IDE’nin farkli dozlar1 uygulandiginda (Grup 5 ve 6 karsilastirildiginda),
IL-18 mRNA ekspresyonlarinda anlamli bir farklilik olmadig1 goriildii (p>0,05). IL-
18 mMRNA ekspresyonlar1 IDE’nin artan dozlarinm uygulandigi Grup 5 ve 6’da
kontrole (Grup 1) kiyasla daha yiiksek bulundu (her ikisi de p=0,001). Grup 1 ile IDE
100 mg/kg (Grup 8) karsilastirildiginda ise 1L-18 mRNA ekspresyonunda anlamli bir
degisiklik olmamasi tek basma IDE uygulamasmin 1L-18 mRNA ekspresyonlarmi
degistirmedigini gosterdi (p>0,05). Tek basina IDE uygulamasi (Grup 8) ile
karsilastirildiginda Grup 5 ve Grup 6’daki 1L-18 mRNA ekspresyonlarinda ki
farkliligin etanol toksisitesi kaynakli oldugu goriildii (her ikisi de p=0,001). CoQ10 ve
IDE arasindaki farkliliklar degerlendirdigimizde ise her ikisinde diisiik dozlar (Grup
3 ile Grup 5) karsilastirildiginda, Grup 3’tin 1L-18 mRNA ekspresyonlarint Grup 5’e
gore anlamli diizeyde daha ¢ok azalttigi ve daha etkili oldugu goriildii (p<0,01).
CoQ10 diisiik doz ile IDE’nin yiiksek dozu arasinda ise (Grup 3 ile Grup 6) IL-18
MRNA ekspresyonlarinda anlamli bir degisiklik olmadigi belirlendi (p>0,05).
CoQ10’un yiiksek dozu ile IDE nin diisiik ve yiiksek dozu (Grup 4 ile Grup 5 ve 6)
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karsilagtirildiginda da, Grup 4’lin IL-18 mRNA ekspresyonlarint Grup 5 ve 6’ya gore
onemli ol¢iide daha ¢ok azalttigi ve boylece CoQ10’un daha etkili oldugu gozlendi
(p=0001).

IL-18 mRNA ekspresyonu
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Sekil 4.12. Siganlarin karaciger dokusundaki IL-18 mRNA ekspresyonlari.

EtOH, Etanol; CoQ, Koenzim Q10; IDE, idebenon. Ekspresyonlardaki kat degisimleri 2"*2 yontemi
kullamilarak verildi. Degerler ortalama + S.D. olarak verildi. Istatistiksel karsilastirmalar tek yonlii
ANOVA ve ardindan Tukey testi kullanilarak yapildi. Kontrol grubu (Grup 1) karsilastirilinca
*4%p<(),05 ve etanol grubu (Grup 2) ile karsilastirilinca ##p<0,001.

Negatif kontrol (Grup 1) ve etanoliin indiikledigi fibrozis modeli (Grup 2),
karsilagtirildiginda,  sicanlarin  karaciger  dokularindaki  IL-18 mRNA
ekspresyonlarinda anlamli bir fark oldugu ve Grup 2’de artis oldugu bulundu
(p=0,001). Etanol ile 10 mg/kg ve 20 mg/kg CoQ10 tedavisi (sirastyla, Grup 3 ve 4),
Grup 2 ile karsilagtirildiginda doz bagimli bir sekilde IL-1p mRNA ekspresyonunda
anlamli bir azalma gosterdigi bulundu (p=0,001). Grup 3 ve 4 IL-1p mRNA
ekspresyonu degerlendirildiginde, gruplar aras1 anlamli bir fark gozlenmedi (p>0,05).
Grup 1 ile Grup 3 veya Grup 4 karsilastirildiginda IL-1f mRNA ekspresyonlarinda
anlamli bir degisiklik olmadig gortildii (her ikisi de p>0,05). Grup 1 ile 20 mg/kg CoQ
(Grup 7) karsilagtirildiginda, IL-18 mRNA ekspresyonlarinda anlamli bir degisiklik
olmadigr ve tek basina CoQ uygulamasinin IL-13 mMRNA ekspresyonlarinda
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degisiklige neden olmadig1 gozlendi (p>0,05). Grup 3 ile Grup 7 karsilagtirildiginda,
Grup 7’nin IL-1p mRNA ekspresyonlarini anlamli diizeyde daha ¢ok azalttig1 goriildii
(p<0,01). Grup 4 ile Grup 7 karsilastirildiginda ise IL-13 mMRNA ekspresyonlarinda
anlaml bir degisiklik yoktu (p>0,05). Tek basina etanol verilen Grup 2 ile IDE’nin iki
farkli dozu uygulanan Grup 5 ve 6 karsilagtirildiginda IL-13 mRNA ekspresyonlarinda
doz bagiml1 bir azalma oldugu belirlendi (her ikisi de p=0,001). Ancak IDE’nin farkli
dozlar1 uygulandiginda (Grup 5 ve 6 Karsilastirildiginda), IL-1p mMRNA
ekspresyonlarinda anlamli bir farklilik olmadigi goriildii (p>0,05). IL-1p mMRNA
ekspresyonlar: IDE’nin artan dozlarinin uygulandigi Grup 5 ve 6’da kontrole (Grup 1)
kiyasla daha yiiksek bulundu (her ikisi de p=0,001). Grup 1 ile IDE 100 mg/kg (Grup
8) karsilastirildiginda ise IL-1p mRNA ekspresyonunda anlamli bir degisiklik
olmamas: tek basina IDE uygulamasmin IL-18° mRNA ekspresyonlarini
degistirmedigini gosterdi (p>0,05). Tek basina IDE uygulamasi (Grup 8) ile
karsilastirildiginda Grup 5 ve Grup 6’daki IL-1p mRNA ekspresyonlarinda ki
farkliligin etanol toksisitesi kaynakli oldugu goriildii (her ikisi de p=0,001). CoQ10 ve
IDE arasindaki farkliliklar1 degerlendirdigimizde ise her ikisinde diisiik dozlar (Grup
3 ile Grup 5) karsilastirildiginda, Grup 3’tin IL-13 mRNA ekspresyonlarint Grup 5’¢
gore anlamli diizeyde daha c¢ok azalttifi ve daha etkili oldugu goriildii (p=0,001).
CoQ10 diisiik doz ile IDE’nin yiiksek dozu arasinda ise (Grup 3 ile Grup 6) IL-1pB
MRNA ekspresyonlarinda anlamli bir degisiklik olmadigi belirlendi (p>0,05).
CoQ10’un yiiksek dozu ile IDE nin diisiik ve yiiksek dozu (Grup 4 ile Grup 5 ve 6)
karsilastirildiginda da, Grup 4’tin IL-1p mRNA ekspresyonlarint Grup 5 ve 6’ya gore
onemli Glgiide daha cok azalttigr ve boylece CoQ10’un daha etkili oldugu goézlendi
(p=0001).
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IL-18 mRNA ekspresyonu
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Sekil 4.13. Siganlarin karaciger dokusundaki IL-1 mRNA ekspresyonlart.

EtOH, Etanol; CoQ, Koenzim Q10; IDE, idebenon. Ekspresyonlardaki kat degisimleri 2"** yontemi
kullanilarak verildi. Degerler ortalama + S.D. olarak verildi. Istatistiksel karsilastirmalar tek yonlii
ANOVA ve ardindan Tukey testi kullanilarak yapildi. Kontrol grubu (Grup 1) karsilastirilinca
*4%p<(),05 ve etanol grubu (Grup 2) ile karsilastirilinca ##p<0,001.

Kontrol grubu (Grup 1) ile deneysel fibrozis modeli olusturulan grup (Grup 2)
NLRP3 mRNA ekspresyonlari karsilagtirildiginda (Sekil 4.14), etanol indiiksiyonunun
sicanlarin karaciger dokularinda anlamli bir artisa neden oldugu saptand: (p=0,001).
Grup 2 ve etanol ile 10 mg/kg ve 20 mg/kg CoQ10 tedavisi (sirasiyla, Grup 3 ve 4)
uygulanan gruplar karsilastirildiginda, CoQ10 uygulamasinin doz bagimli bir sekilde
NLRP3 mRNA ekspresyonunda anlamli bir azalmaya neden oldugu bulundu (her ikisi
de p<0,05); Grup 3 ve 4’de NLRP3 mRNA ekspresyonu, gruplar aras1 anlamli olarak
farkliydi (p=0,001). Grup 1 ile Grup 3 veya Grup 4 karsilastirildiginda NLRP3 mRNA
ekspresyonlarinda anlamli bir degisiklik olmadig1 (her ikisi de p>0,05) ve NLRP3
MRNA ekspresyonlarinin kontrol ile ayni diizeylere indigi goriildi. Grup 1 ile 20
mg/kg CoQ (Grup 7) karsilastirildiginda, NLRP3 mRNA ekspresyonlarinda anlamli
bir degisiklik olmadigi ve tek basma CoQ uygulamasinin NLRP3 mRNA
ekspresyonlarinda degisiklige neden olmadig1 gozlendi (p>0,05). Grup 3 ile Grup 7 ve
Grup 4 ile Grup 7 karsilastirildiginda NLRP3 mRNA ekspresyonlarinda anlamli bir
degisiklik yoktu (her ikisi de p>0,05). Tek basina etanol verilen Grup 2 ile IDE’nin iki
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farkli dozu wuygulanan Grup 5 ve 6 karsilastirildiginda NLRP3 mRNA
ekspresyonlarinda doz bagimli bir azalma oldugu belirlendi (her ikisi de p=0,001).
IDE’nin artan dozlar1 uygulandiginda (Grup 5 ve 6 karsilastirildiginda), Grup 6’nin
NLRP3 mRNA ekspresyonunu Grup 5’e gore daha fazla azalttig1 gozlendi (p=0,001).
NLRP3 mRNA ekspresyonlar: iDE’nin artan dozlarinin uygulandigi Grup 5 ve 6°da
kontrole (Grup 1) kiyasla daha yiiksek bulundu (her ikisi de p=0,001). Grup 1 ile IDE
100 mg/kg (Grup 8) karsilastirildiginda ise anlamli bir degisiklik olmamasi tek basina
IDE uygulamasmin NLRP3 mRNA ekspresyonlarin1 degistirmedigini gosterdi
(p>0,05). Tek basma IDE uygulamasi (Grup 8) ile karsilastirildiginda Grup 5 ve Grup
6’daki NLRP3 mRNA ekspresyonlarinda ki farkliligin etanol toksisitesi kaynakli
oldugu goriildii (her ikisi de p=0,001). CoQl10 ve IDE arasindaki farkliliklari
degerlendirdigimizde ise her ikisinde diisiik dozlar (Grup 3 ile Grup 5)
karsilastirildiginda, Grup 3’tin NLRP3 mRNA ekspresyonlarint Grup 5’e gére anlaml
diizeyde daha ¢ok azalttig1 ve daha etkili oldugu goriildii (p=0,001). CoQ10 diisiik doz
ile IDE’nin yiiksek dozu karsilastirildiginda da (Grup 3 ile Grup 6) Grup 3’iin NLRP3
MRNA ekspresyonlarint Grup 6’ya gére anlaml diizeyde daha ¢ok azalttigi belirlendi
(p=0,001). CoQ10’un yiiksek dozu ile IDE’nin diisiik ve yiiksek dozu (Grup 4 ile Grup
5 ve 6) karsilastirildiginda da, Grup 4’iin NLRP3 mRNA ekspresyonlarint Grup 5 ve
6’ya gore onemli Olclide daha ¢ok azalttig1 ve boylece CoQ10’un daha etkili oldugu
gozlendi (p=0001).
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Sekil 4.14. Siganlarin karaciger dokusundaki NLRP3 mRNA ekspresyonlari.

EtOH, Etanol; CoQ, Koenzim Q10; IDE, idebenon. Ekspresyonlardaki kat degisimleri 222 yontemi
kullamilarak verildi. Degerler ortalama + S.D. olarak verildi. Istatistiksel karsilastirmalar tek yonlii
ANOVA ve ardindan Tukey testi kullanilarak yapildi. Kontrol grubu (Grup 1) karsilastirilinca
*4%p<(),05 ve etanol grubu (Grup 2) ile karsilastirilinca ##p<0,001.

4.3. Histopatoloji Bulgulari

Histopatolojik inceleme biyokimyasal ve molekiiler bulgular1 dogrulamistir.
Grup 1°deki hayvanlardaki saglikli lobiillerde vena sentralis, siniizoidler ve portal
alanlar normal goriinimdedir ve kesit 6rnegi Sekil 4.16 (A) ve 4.17 (A) olarak
gosterilmistir. Grup 2 (etanoliin indiikledigi karaciger fibrozis)’de vena sentralis ve
portal alanda yaygin fibrozis, vena sentralis, siniizoidler ve portal alanlarda genigleme
ve konjesiyonel degisiklikler gozlenmektedir (6rnek kesit, Sekil 4.16. B). En erken ve
en sik goriilen model makrovezikiiler steatoz ve Sekil 4.A ve B'de goriildiigii gibi
i¢clerinde Mallory-Denk cisimcikleri ad1 verilen amorf eozinofilik kapanimlar bulunan
hepatositlerin sismis, biiylimiis ve balonlasan dejenerasyonudur. 20 mg/kg CoQ10 ve
100 mg/kg IDE gruplarinda (sirastyla, Grup 7 ve 8) fibrozis, vena sentralis ve portal
alanlarda genisleme yoktur; ancak, Grup 8’de siniizoidlerde minimal genislemeler

gozlenmektedir (bakiniz, Sekil 4.16. C ve D).
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Hepatositler CoQ 20 ve IDE 100 gruplarinda (Grup 7 ve 8), saglikli gruba
benzer sekilde normal olarak gézlenmistir (Sekil 4.17 C ve D). Buna karsilik CoQ10
ve IDE tedavileri bu histopatolojik degisiklikleri belirgin sekilde iyilestirmistir. Etanol
ile 10 mg/kg CoQ10 (Grup 3), Grup 2 ile karsilagtirildiginda fibrozis vena sentralis ve
portal alan ¢evresinde azalmis, hatta bir¢ok vena sentralis ¢evresinde yok olmustur.
Vena sentralis ve sinozoidlerde genisleme ve konjesyonel degisiklikler devam
etmektedir (Sekil 4.16 E). Etanol ile 20 mg/kg CoQ10 Grup 4’de vena sentralis ve
portal alan g¢evresinde fibrozis kaybolmustur. Portal alanlarin bazilarinda fibrozis
olarak degerlendirilemeyecek kadar az miktarda kollajen birikimi mevcuttur. Vena
sentralis ve portal alanlarda genislemeler ve konjesiyonel degisiklikler minimal
seviyeye inmistir ve tikaniklik goriilmemis veya belirlenmemistir (Sekil 4.16 F).
Etanol ile 10 mg/kg CoQ10 (Grup 3) ve etanol ile 20 mg/kg CoQ10 (Grup 4)
gruplarinda hepatositlerin steatoz ve balonlagsma dejenerasyonunda Grup 2'ye gore
anlamli azalma gozlenmistir. Etanol ile 10 mg/kg CoQ10 (Grup 3) ve etanol ile 20
mg/kg CoQ10 (Grup 4) gruplar birbiriyle karsilagtirildiginda etanol ile 20 mg/kg
CoQ10 Grup 4’°de hepatositlerde balonlasmanin ortadan kalktig1 ve steatozda daha da
azalma oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.17 E ve F). Etanol ile 50 mg/kg veya 100 mg/kg
IDE gruplarinda (sirasiyla, Grup 5 ve 6), genel yap1 birbirine benzer sekildedir. Vena
sentralis ve portal alan ¢evresinde, Grup 2 ile karsilastirildiginda fibrozis azalmistir.
Baz1 portal alanlarda az miktarda fibrozis ve kollajen birikimi bulunmaktadir. Vena
sentralis ve portal alanlarda genislemeler ve konjesyonel degisiklikler minimal
seviyelere inmistir (Sekil 4.16. G ve H). Gruplarin higbirinde infiltrasyon
gbzlenmemistir. Grup 2 ile karsilastirildiginda, diger tiim gruplarda énemli ol¢iide
daha diisiik miktarda fibrozis saptanmistir; 6zellikle Grup 4 olarak adlandirilan etanol
ile 20 mg/kg CoQ10 grubunda hi¢ fibrozis bulunmadigi gézlenmistir (Sekil 4.18).
Hepatositlerin steatoz ve balonlasma dejenerasyonu, Grup 2'ye kiyasla bu gruplarda
onemli Ol¢iide azalmistir (Sekil 4.17 G ve H). Etanol ile 50 mg/kg veya 100 mg/kg
IDE gruplar1 (sirastyla, Grup 5 ve 6) birbirleriyle karsilagtirildiginda Grup 6’da
hepatositlerde balonlagsma ve steatozun daha da azaldig1 gozlenmistir. Bu gruplarin
hicbiri infiltrasyon gdstermemistir.

Grup 2 ile karsilastirildiginda diger tiim gruplarda siniizoidlerde ve santral

venlerde genisleme ve konjesyonda anlamli bir azalma oldugu goriilmiistiir. Ozellikle
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etanol ile farkl1 dozlarda CoQ10 (Grup 3 ve 4) ve etanol ile farkl1 dozlarda IDE (Grup
5 ve 6) gruplarinda, Grup 2 ile karsilastirildiginda, siniizoidlerde ve santral venlerde
daha az genisleme ve konjesyon saptanmistir. Buna ilave olarak, etanol ile 20 mg/kg

CoQ10 uygulanan Grup 4’de konjesyon olmadigi gortilmistiir (Sekil 4.19).

Fibrozis Skorlari
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Sekil 4.18. Portal alan ve vena sentralis ¢cevresinde Ol¢iilen fibrozis alan1 6lgiim
skorlarinin gruplar arasinda karsilastirilmasi.
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Fibrozis Skorlari
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Sekil 4.19. Gruplar arasinda, damarlarda meydana gelen genislemelerin ve

konjesyon alanlarina iligkin 6l¢tim sonuglarinin skorlarinin
karsilastirilmasi.
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Sekil 4.20. Hepatositlerin Histopatolojik bulgulari-II
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5. TARTISMA

Bu tez calismasi kapsaminda, Oncelikle Wistar albino siganlarda 30 giin
stiresince oral yoldan etanol uygulamasi ile indiiklenen deneysel karaciger fibrozis
modeli olusturulmus ve bu hepatotoksik etki iizerine CoQ10 ve analogu IDE'nin farkli
konsantrasyonlarda koruyuculugu NLRP3/kaspaz-1/IL-1p araciligiyla arastirilmistir.
Deney hayvanlarinda, etanol ile indiiklenen karaciger fibrozisi modelinde CoQ10 ve
IDEnin olas1 etkilerini arastiran ilk ¢alisma olmasi, bu doktora tez projesinin
Ozgiinliigidiir.

Karaciger, alkol metabolizmasindan sorumlu ana organdir, dolayisiyla agir1 ve
kronik alkol tiiketimi, karaciger fibrozisinin en yaygin nedenleri arasindadir (55, 207-
209). Ana biyotransformasyon organi olan karacigerdeki fibrozis, karacigerdeki
kronik hasara tepki olarak ortaya ¢ikan, karaciger sirozuna ve hatta HCC’ye kadar
ilerleyebilen, ECM proteinlerinin birikmesini igeren bir yara iyilesme reaksiyonudur
(8, 43, 49, 207). Bu nedenle, karaciger fibrozisinin tanisi ve tedavisi veya bu
hepatotoksisiteye karsi korunma HCC'nin 6nlenmesinde etkili bir yaklasim olarak
kabul edilmektedir.

Hepatotoksisiteyi tanimlamak ve/veya karaciger bozukluklarini belirlemek
amaci ile en bilinen ve kullanilan biyokimyasal parametreler igerisinde serum ALT,
AST, GGT, ALP ve TBIL degerlendirilmektedir (210). Bu tez ¢calismasinda da, etanol
ile olusturulan karaciger hasarinin gdsterilmesi ve hasarin 6nlenmesi i¢in arastirilan
CoQ10 ve IDE’nin etkisi ALT, AST, GGT, ALP ve TBIL diizeyleri ile biyokimyasal
olarak degerlendimistir. Daha Once yapilan ¢aligmalar, etanoliin neden oldugu
karaciger hasarinin ALT, AST ve GGT diizeylerinde artisa yol actigin1 gdstermistir
(211, 212). Asetaminofen kaynakl bir hepatotoksisite modelinde CoQ10, serum ALT
ve AST diizeylerini diisiirerek karaciger hasarini 6nemli 6l¢iide iyilestirmistir (213).
Hossain ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada, Wistar sicanlarinda karbofuranin sebep
oldugu hepatotoksisite ve CoQ10 uygulamasi serum ALT, AST ve ALP diizeyleri ile
incelenmis ve CoQ10’un bu serum parametrelerini azalttig1 gosterilmisitr (214). CCly
kaynakli karaciger hasarmin kullanildig1 bir bagka sigan modelinde, CoQ10'un yiiksek
serum ALT, AST ve ALP diizeylerini 6nemli 6l¢iide azalttigi raporlanmistir (215). Ali
ve ark., CCls gibi halojenli alkanlarin neden oldugu karaciger hasarinda CoQ10’un,

serum ALT ve AST aktivitelerini anlamli derecede azalttigini belirlemislerdir (172).
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Ahmedvand ve ark., alloksan kaynakli diyabetik sicanlarda CoQ10'un hepatoprotektif
roliinii arastirmis ve ALT, AST ve ALP aktivitelerini 6nemli Olgiide azalttigini
bildirmistir (216). Mohamed ve ark., siganlarda metotreksata bagli akciger ve
karaciger fibrozisi tlizerinde CoQ10’un potansiyel koruyucu etkilerini aragtirmistir.
CoQ10 ve metotreksatin es zamanli tedavisinin serum ALT ve AST diizeylerini
azalttigini gostermislerdir(217). Sodyum nitratin neden oldugu karaciger hipoksisinde
IDEnin etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada, yiiksek ALT, AST ve ALP
seviyelerinin IDE ile azaldig1 kaydedilmistir (218). IDE'nin titanyum dioksite maruz
kalma nedeniyle artan serum ALT ve AST diizeylerini 6nemli 6l¢iide azalttigr da
bildirilmistir(38, 39). Gou ve ark., sepsisin neden oldugu karaciger fonksiyon
bozuklugunda, IDE tedavisinin serumdaki yiiksek AST ve ALT seviyelerini
azaltabildigini, dolayisiyla karaciger fonksiyonunu iyilestirebildigini raporlamislardir
(196).

Sunulan bu tez c¢alismasinda, uygulanan etanol hepatotoksisite
biyobelirteglerini 6nemli diizeyde anlamli olarak arttirmistir; etanol ile indiiklenen
hepatotoksisite CoQ10 uygulamasi ile onemli Olclide tersine donmiistiir. Etanole
maruziyet ile IDE uygulamasindan sonra herhangi bir azalma gdstermeyen TBIL
diizeyi disinda, etanole maruziyet ile IDE uygulamasi benzer sonuglara neden
olmustur. Etanol ile indiiklenen karaciger fibrozu olusturulan siganlarda karaciger
fonksiyon bozuklugu gostergesi olan serum ALT, AST, GGT ve ALP diizeyleri
tizerine olumlu etki, CoQ10 uygulamast ile saglanmistir. Ancak, CoQ10 analogu olan
IDE’nin ALT, AST, GGT ve ALP diizeyleri iizerine benzer etkisi olmadig
belirlenmistir.

Oksidatif stres ve antioksidan sistemlerin bilesenleri, alkole bagli karaciger
hasarinin patojenezinde rol oynayan onemli etkenlerdendir (219, 220). Normal
kosullar altinda viicutta ROS ve oksidatif stres olusumu ve ortadan kaldirilmasi
(antioksidan sistem) arasinda bir denge vardir; ancak, etanol tiiketimi gibi bazi
durumlar, toksisite potansiyeli olan ksenobiyotiklere maruz kalmak, c¢evresel veya
mesleki nedenle kirleticilere temas etmek gibi siiregler, bu homeostazin bozulmasina
neden olmaktadir. Ozellikle kronik alkol tiiketimi, karacigerde ROS iiretimini artirarak
veya antioksidan enzim aktivitelerini azaltarak oksidatif stresi tetikleyebilir ve boylece

karaciger fibrozisine sebep olabilir (221, 222). Lipid peroksidasyonunun son iiriinii
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olan MDA diizeyinin artmasi, antioksidan bir enzim olan SOD aktivitesinin ve GSH
diizeylerinin azalmasi oksidatif stresin varligina isaret eder (60, 223, 224). Etanoliin,
karacigerde GSH diizeylerini ve SOD aktivitelerini azalttigi, MDA diizeylerini
artirdigr ve bu sekilde oksidatif stresi indiikledigi bir¢ok calisma ile gosterilmistir
(225-227). Benzer sekilde sunulan bu tez ¢alismasinda da, etanol uygulamasindan
sonra karacigerde GSH diizeylerinin ve SOD aktivitelerinin azaldigt ve MDA
diizeylerinin arttig1 saptanmistir.

Antioksidan 6zelliklere sahip ajanlar, karacigerde oksidatif stres-antioksidan
dengesizlige neden olan etkenlere veya durumlara karsi karacigeri etkili bir sekilde
koruyabilir veya buradaki toksik etkinin geri donmesini saglayabilir. Daha 6nce
yapilan pek cok ¢alismada, hem CoQ10’un hem de analogu IDE’nin antioksidan
ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir (33, 34, 36, 178, 194, 195, 215, 228, 229).
Piroksikamin mide, karaciger ve bobreklerde neden oldugu doku hasarina karsi
CoQ10’un etkisini aragtiran Abdeen ve ark.’nin yaptiklari ¢alismada, CoQ10’un artan
MDA diizeylerini azalttig1 ve GSH seviyesini artirdig tespit edilmistir (173). Algarni
ve ark., CoQ10'un epileptogenez ve valproik asit hepatotoksisitesi tizerindeki etkisini
sicanlar iizerinde yaptiklari calismada incelemistir. CoQ10'un MDA diizeylerinde
Oonemli bir azalmaya yol ac¢tigin1 ve GSH seviyelerini artirdigint raporlamislardir
(230). Sutken ve ark. ise okratoksin A ile indiiklenen karaciger ve bobrek
toksisitesinde CoQ10’un MDA diizeylerini 6nemli 6lgiide azaltarak ve GSH
seviyelerini artirarak, karacigerdeki antioksidan savunma sisteminde 6nemli bir rol
oynadigini gostermistir (231). Fouad ve ark., CoQ10’un HCC’li siganlardaki tedavi
edici potansiyelini arastirmis ve yaptiklari calismada CoQ10’un lipid peroksidasyonu
onemli dl¢iide bastirdigini, azalmig GSH ve SOD aktivitesinin daha fazla tiilkenmesini
onledigini saptamiglardir (232). CoQ10 uygulamasini takiben oksidatif stres,
antioksidan enzim aktivitesini arastiran Liu ve ark., HCC hastalarinda cerrahi girigsim
sonrast CoQ10 takviyesinin SOD ve GSH seviyelerini 6nemli dl¢lide artirdigini ve
MDA diizeylerini azalttigin1 bildirmislerdir (233). Bu tez galismasinda da benzer
sekilde sicanlarda etanol maruziyet ile birlikte CoQ10 veya IDE uygulamasi
antioksidan savunma bilesenleri olan GSH diizeylerini ve SOD aktivitelerini

artirirken, oksidatif stres gostergesi olan MDA diizeylerini azaltmistir. Etanol ile
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indiiklenen hepatotoksisitede SOD, GSH ve MDA iizerine olumlu etkiler i¢in CoQ10,
IDE’den daha ¢ok &ne ¢ikmustr.

Karaciger patofizyolojisinin énemli bir diizenleyicisi olan TGF-B, HSC'leri
aktive edebildigi i¢in karaciger fibrozisi ile yakindan iliskilidir (234, 235). TGF-p,
HSC aktivasyonunu ve ECM iiretimini kolaylastirdigi i¢in profibrojenik bir sitokindir
(236). ECM proteinlerinin asir1 birikmesi karaciger fibrozisine yol agar (237, 238).
Oksidatif stres hepatosit hasarina yol acarak karaciger fibrozisine sebep olabilir;
ancak, TGF-p sinyalinin bloke edilmesi fibrojenezi azaltabilir ve antioksidan bilesikler
oksidatif stresin azaltilmasi yoluyla iyilesmeyi kolaylastirabilir (39, 235). Alkol
maruziyetine bagh karaciger fibrozisinin TGF-f mRNA ekspresyonunu arttirdigi
bildirilmistir (239-241). Ayn1 zamanda, CoQ10'un TGF-f ekspresyonunu azaltarak ve
HSC aktivasyonunu bloke ederek karaciger fibrozisini 6nledigi bildirilmistir (242).
Nano boyutlu titanyum dioksitin sebep oldugu karaciger hasarmnda IDE
uygulamasinin, TGF-B ekspresyonunu azaltarak antifibrotik bir etki olusturdugu da
gosterilmistir (39). Sunulan bu tez arastirmasinda, karaciger fibrozisinin bir gostergesi
olarak TGF-f mRNA ekspresyonu degerlendirilmis ve elde edilen bulgularin daha
once yapilan caligsmalarla benzerlik gosterdigi anlagilmistir (39, 239-242). Etanole
maruz kalmak sadece oksidatif stresi degil, ayn1 zamanda karacigerde TGF-f mRNA
ekspresyonunu da artirmaktadir. CoQ10 veya IDE uygulamasi ise TGF-B mRNA
ekspresyonunu Onemli Olgiide azalttigr belirlendi. CoQ10, TGF-f mRNA
ekspresyonunda IDE'den daha etkili bir azalmaya yol agtig1 saptandi.

Ozellikle transkripsiyon faktdrlerindeki degisiklikler daha sonra hiicresel
degisiklikleri etkileyebilir. Hem oksidatif stres hem de TGF-f3, NLRP3 inflamazom
yolag ile ilgili parametrelerdir. NLRP3 inflamazomu kaspaz-1'in aktivasyonunu ve
IL-1p ile IL-18’in salinmasini saglar, sonrasinda TGF-B1 aktivasyonunu destekler ve
bu sekilde pozitif bir geri bildirim/besleme dongiisii yaratir (243, 244). NLRP3,
diyabet ve iskemik inme dahil olmak {izere ¢esitli bozukluklarin patojenezinde rol
oynar (245, 246). Kronik alkol tiiketimi, ROS diizeylerini artirarak karaciger hasarina
katkida bulunan NF-«kB ile birlikte NLRP3 inflamazomunu aktive eder. Aktive edilmis
bir NLRP3 inflamazomu, kaspaz-1'i aktive ederek ve IL-1B ve IL-18'i serbest
birakarak karaciger fibrozisini tetikler; bodylece hiicre hasarim1 ve apopitotik

degisiklikleri baslatir (27, 140, 221, 247). Artan ROS seviyelerinin disinda, etanoliin
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metabolitlerinden biri olan asetaldehitin NLRP3 inflamazomunu aktive ettigi ve
kronik olarak alkole maruz kalan farelerin makrofajlarinda proinflamatuvar etkiler
olusturdugu bildirilmistir (248). CoQ10'un karaciger dokularindaki NLRP3
inflamazom yolag: {izerindeki etkilerini veya cesitli hedef organlarda IDE’nin NLRP3
inflamazom yolagi tizerindeki etkilerini aragtirmis olmasina ragmen bu tez galismasi
ile ilk defa CoQ10 ve IDEmin karaciger fibrozisi iizerindeki koruyucu etkilerini
NLRP3 inflamazom yolag iizerinden arastirmistir. Zhang ve ark., fare hepatik iskemi-
reperfiizyon hasart modelinde CoQ10'un NLRP3 ekspresyonunu inhibe ettigi ve IL-
1B ile IL-18 seviyelerini azalttigimi gostermislerdir (27). Li ve ark., akut septik
karaciger hasarindan sonra CoQ10 uygulamasinin NLRP3 ve IL-1B ekspresyonunu
onemli olciide azaltabildigini bildirmistir (41, 249). CoQ10 ve IDE'min, NLRP3
inflamazom yolagini inhibe ederek etanoliin neden oldugu karaciger fibrozisin etkisini
aragtirmak icin, NLRP3 inflamazom yolag1 proteinleri NLRP3, kaspaz-1, NF-«xB, IL-
18 ve IL-1B'nin mRNA ekspresyonu bu tez calismasinda arastirilmistir. Etanole maruz
kalan sicanlarda CoQ10, yukarida adi gecen tiim proteinlerin mRNA ekspresyonunu
doz bagiml bir sekilde ve 6nemli 6lcilide azalttig1 saptanmistir. Buna karsilik, CoQ10
analogu olan IDE de NF-kB, IL-18, IL-1p ve NLRP3'iin mRNA ekspresyonunu doz
bagimli bir sekilde ve onemli Olglide azalttigi, ancak kaspaz-1 ekspresyonunu
degistirmedigi belirlenmisitr. Elde edilen bu sonuclar ile daha Once yapilan
caligmalarin bulgulari uyumludur (27, 41, 249).

Sonug olarak, sunulan bu tez ¢alismasinda yapilan histopatolojik incelemelerde
elde edilen bulgular, molekiiler ve biyokimyasal analizlerin sonuglarini destekler
niteliktedir. 30 giin boyunca agizdan etanol uygulamasi, ilgili gruplardaki siganlarin
karaciger histolojisini kotiilestirmistir; ancak, bozulan karaciger histolojisi CoQ10 ve
IDE uygulamas: sonrasinda diizelmeye baslamistir. Bu tez calismasinda, hem
CoQ10'un hem de IDE'nin doza bagli bir sekilde karaciger fibrozisini hafiflettigi

saptanmistir.



79

6. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda, etanol ile indiiklenen sican karaciger fibrozis modeli
uyarlanmis ve bu deneysel in vivo model tez arastirmasinda kullanilmistir.

Tez projesi ¢alismasinda biyokimyasal, molekiiler ve histopatolojik bulgulara
gore etanoliin, NLRP3/kaspaz-1/IL-1§ yolagi iizerinden karaciger fibrozisini
indiikledigi gosterilmistir.

Tez kapsaminda elde edilen biyokimyasal, molekiiler ve histopatolojik
sonuglara gore doz bagimli olarak hem koenzim Q10 hem de analogu idebenonun,
etanol kaynakl1 hepatoksisitede koruyucu etkilidir.

Antioksidan &zellige sahip CoQ10 ve analogu IDE, etanol maruziyetinin neden
oldugu karaciger fibrozisinde oksidatif stresi azaltarak koruyucu etki olusturmaktadir.

Karaciger fibrozisinde hepatoprotektif etki potansiyeli, analog IDE’ye kiyasla,
CoQ10’da daha giicliidiir.

Sicanlarda olusturulan etanol kaynakli karaciger fibrozisine karsi
NLRP3/Kaspaz-1/1L-1 sinyal yolag iizerinden CoQ10 ve IDE'nin yararli oldugu bu
tez calismasi ile ilk defa gosterilmistir.

Ozellikle koenzim Q10 ve idebenonun hepatoprotektif —etkilerinin,
NLRP3/kaspaz-1/IL-1B yolaginin inhibisyonu ve oksidatif stresin azaltilmasi ile
iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir. CoQ10 ve IDE, etanoliin neden oldugu karaciger
fibrozisinin tedavisi i¢in dikkate deger adaylar olabilir. Antioksidan CoQI10 ve
IDE’nin bobrek ve beyin gibi fibrozis igin toksisitede hedef sistemlerde de

arastirilmasinin, yeni tedavi segenekleri i¢in iimit verici olabilecegi onerilmektedir.
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