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OZET

Monosodyum Glutamat ile Olusturulan Karaciger Hasarinda Aposininin

Tyilestirici Etkisi

Bu ¢alismada monosodyum glutamatin (MSG) karaciger dokusu iizerindeki harabiyet
olusturucu etkisi ve aposininin (APO) karaciger dokusu lizerindeki iyilestirici etkisinin
histokimyasal, immiinohistokimyasal, gecirimli elektron mikroskopik ve
biyokimyasal diizeyde incelenmesi amaglandi. Bu ¢alismada, Sprague Dawley cinsi
erkek sicanlar 4 farkli gruba (Kontrol, APO, MSG, MSG+APO) ayrildi. Siganlara 28
giin boyunca 120 mg/kg MSG ve deneyin son 5 giinii 25 mg/kg APO gavaj ile
uygulandi. Deney sonunda sakrifiye edilen siganlardan alinan karaciger doku
orneklerinin  morfolojisi, histokimyasal, immiinohistokimyasal ve ultrastriiktiirel
yontemlerle, doku MDA, GSH, SOD ve MPO Kkriterleri ve serum ALT, AST, ALP,
alblimin ve total bilirubin seviyeleri biyokimyasal yontemlerle belirlendi. Kontrol ve
APO grubunda normal karaciger morfolojisi ve biyokimyasal parametreler normal
diizeyde izlendi. MSG grubunda, hepatositlerde steatosisi yansitir vakuolizasyon,
piknotik niikleus, parenkimada 16kosit infiltrasyonu ve bag dokusunda artis goriiliirken
hepatosit sitoplazmasinda glikojen iceriginde azalma goriildii. Bu grupta TUNEL-
pozitif hiicre sayisinin ve NOX-2 immiinreaksiyonunun arttigr gozlendi. MSG
grubunda ALT, AST, ALP, total bilirubin, MDA ve MPO seviyeleri artarken, albiimin,
GSH ve SOD seviyelerinin azaldigr gozlendi. MSG+APO grubunda APO’nun
tyilestirici etkisi karaciger dokusunda mikroskopik ve biyokimyasal parametrelerde
Kontrol grubundakine yakin degerler esliginde gozlendi. Bu c¢alismada, MSG’nin
etkisi ile olusan karaciger hasarina karst APO’nun oksidatif hasar1 ve apoptozu inhibe

ederek, karaciger dokusunu iyilestirici etki gosterdigi sonucuna ulasildi.

Anahtar Sozciikler: Mikroskopi, Monosodyum glutamat, Aposinin, NOX-2,
Oksidatif hasar



ABSTRACT

The Healing Effect Of Apocynin In Monosodium Glutamate- Induced Liver

Damage

The aim of this study was to assess the degenerative effect of monosodium glutamate
(MSG) and healing effect of apocynin (APO) in the liver tissue at histochemical,
immunohistochemical, transmission electron microscopical and biochemical levels. In
this study, Sprague Dawley male rats were divided into 4 groups (Control, APO, MSG
and MSG+APOQO). The rats were administered 120 mg/kg MSG for 28 days and 25
mg/kg APO at the last 5 days of the experiment by gavage. At the end of the
experiment, morphology of liver tissue samples taken from sacrificed rats were
determined by histochemical, immunohistochemical and ultrastructural methods,
tissue MDA, GSH, SOD and MPO criteria and serum ALT, AST, ALP, albumin and
total bilirubin levels were determined by biochemical methods. Liver morphology and
biochemical parameters were normal in Control and APO groups. Hepatocytic
vacuolization, reflecting the steatosis, and pyknotic nucleus, leukocyte infiltration and
mild degree of fibrosis in the parenchyma were detected in MSG groups with a
decreased glycogen content in hepatocytes. The number of TUNEL-positive cells and
NOX-2 immunoreaction were increased in this group. ALT, AST, ALP, total bilirubin,
MDA, MPO levels were increased and albumin, GSH and SOD were decreased in
MSG group. Based on the microscopical and biochemical data of MSG+APO group,
APO exerted a healing effect against harmful effect of MSG. In this study, we conclude
that APO has a healing effect on liver tissue by inhibiting oxidative damage and

apoptosis against MSG-induced liver damage.

Keywords: Microscopy, Monosodium glutamate, Apocynin, NOX-2, Oxidative
damage



1 GIRIS VE AMAC

Monosodyum glutamat (MSG), essiz bir lezzet arttirici nitelige sahip, esansiyel
olmayan glutamik asidin tuz formlarindan birisidir (1). Yaygin olarak kullanilan gida
katki maddesi olan MSG, 1908 yilinda Japonya’da Kikunae Ikeda tarafindan
bulunmustur. Iceriginde %78 glutamik asit, %21 sodyum ve %1 oraninda kontaminant
ve su bulunmaktadir. Glutamat, yaygin olarak insan viicudunda {iretilen dogal bir
aminoasit olup, ¢esitli dokularda protein ve peptitlerin ana bilesenini olusturmakta ve
insan metabolizmasinda énemli bir rol oynamaktadir. Genel olarak gidalarda bulunan
dogal glutamik asit herhangi bir soruna neden olmazken endiistriyel olarak sentetik
tiretilen glutamik asit toksin yapisindadir (2). MSG kullanimi viicudun farkli
hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretilmesine, hiicre zarindaki ¢oklu
doymamis yag asitlerinin apoptozu nedeniyle hiicre 6liimii kaynaklt DNA hasarinin
artmasina, hiicre zarindaki lipid ve proteinlerde hasarlanmaya ve lipid
peroksidasyonuna neden oldugu bilinmektedir. MSG’nin neden oldugu hasar
mekanizmalarinin temelinde mitokondriyal aktiviteyi ve genetik bilgiyi degistiren
serbest radikallerin iiretimi yer almaktadir. Bu radikaller karacigerde metabolize

olmakta ve bobrekten atilmaktadir (3).

MSG uygulamas: gergeklestirilen Wistar erkek sicanlarda doza bagli olarak
anormal sperm morfolojisinin arttig1 ve dnemli dl¢iide oligospermiye neden oldugu
gozlenmistir. MSG ayn1 zamanda testisde kanamaya, dejenerasyona ve sperm hiicresi
popiilasyonunda ve morfolojisinde degisimlere neden olarak erkek infertilitesine
neden olmaktadir. Yapilan diger calismalarda MSG’nin norotoksik etkileri sonucu
beyinde néron hasari, retinal dejenerasyon, endokrin hastaliklar ve felg, epilepsi, beyin
travmasi, sizofreni, Alzheimer hastalig1, Parkinson hastalig1 gibi patolojik durumlarin
olustugu bildirilmistir (4). Ozellikle hamilelik sirasinda MSG kullanimi obezite ve tip
Il diyabet sikligin1 6nemli 6lgiide etkilemektedir. Kullanima bagli olarak hamilelik
sirasinda hamilelerdeki yag ve kolesterol seviyelerinde ve maternal obezitede keskin
bir artisin oldugu gosterilmistir (5). Ayrica birgok ¢alismada MSG kullaniminin
karaciger ve bobrek dokusunu ciddi bir sekilde etkiledigi gosterilmistir. MSG
uygulamasi sonucunda karaciger fonksiyonunda bozulma, fibrosis ve hepatositlerde

hipertrofi gozlenmistir (6). MSG kullaniminin karacigerin hiicresel biitiinliiglinii



etkiledigi, membran gecirgenligi ve hiicre hacmi homeostazinda bozulmalara neden
oldugu bildirilmektedir (7).

ROS, mitokondriyonlar, peroksizomlar, sitokrom P-450 ve diger hiicresel
kaynaklar tarafindan metabolizmanin yan {riinii olarak iiretilmektedir. ROS ayni
zamanda hiicre biiylimesi, hiicrenin hayatta kalmasi ve 6limii gibi c¢esitli sinyal
olaylarinda rol oynayan nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz
tarafindan da tiretilmektedir (8). NADPH oksidaz (NOX) enzimleri hepatositlerde ve
hepatosit olmayan hiicrelerde oksidatif stresin ana kaynagidir. Bu enzimlerin ana islevi
NADPH’dan O2’ye elektron transfer ederek siiperoksit ve hidrojen peroksit (H202)
olusturmaktir ve yedi transmemran proteinden (NOX1-5 ve Duox 1 ve 2)
olugmaktadir. NOX aracili ROS {iretiminin hepatik fibrogenezde oldukca 6nemli bir
etkiye sahip oldugu vurgulanmaktadir (9).

Aposinin  (4-hidroksi-3-metoksiasetofenon) (APQO), Apocynum cannabinum
bitkisinin koklerinden elde edilen bir NADPH inhibitoriidiir. APO en etkin NOX
inhibitorlerinden birisi olup, siiperoksit inhibitorlerinin iiretiminde rol oynamaktadir
(10). APO, gp91phox’un (bir NOX alt birimi) ekspresyonunu azaltarak hiicresel
NADPH’1 yenileme mekanizmasi ile hepatik oksidatif hasar1 azaltmaktadir (9).

Bu galismanin amaci belirli bir dozda uygulanan (120 mg/kg) MSG’nin karaciger
dokusunda olas1 olumsuz etkisini degerlendirmek ve bu olumsuz etkinin 6nlenmesine
yonelik antioksidan 6zellige sahip olan APO uygulamasinin karaciger dokusu
tizerindeki iyilestirici etkilerini histokimyasal, immiinohistokimyasal, ultrastriiktiirel

ve biyokimyasal yontemler ile incelemektir.



2 GENEL BIiLGILER

2.1 Karaciger
2.1.1 Karaciger anatomisi

Yetiskinlerde, saglikl1 bir karacigerin agirhigi yaklasik olarak 1400 ile 1600 gram
arasindadir (11). Cocuklarda viicut agirliginin yaklasik %5’ini, yetiskinlerde ise viicut
agirhigimin yaklasik %2’sini olusturmaktadir (12). Olusumunu tamamlamis olan
karaciger, esas olarak abdominal (karin) boslugun sag hipokondriyak ve epigastrik
bolgelerinde, diyaframin altinda bulunur. Karaciger diyaframa baghdir ve kaburgalar
tarafindan korunmaktadir (11). Karacigerin hafif i¢ biikey inferior bolgesi mide,

duodenum, kolon, sag bobrek ve sag adrenal bez ile temas halindedir (12).

Karaciger, ince bir bag dokusu kapsiilii tarafindan dis ylizeyinden sarilarak
tamamen ayrilmamis loblardan olugsmaktadir. Dis yiizey temel ozelliklerine gore,
abdominal 6n duvara ve diyaframa karacigeri baglayan peritoneal katlanti olan
falsiform ligament tarafindan karacigerin sag ve sol loblarina ayrilir. Falsiform
ligament, embriyonik gelisim sirasinda umbilikal veni i¢erir. Dogumdan sonra bu ven
atrofiye ugrayarak karacigerin inferior sinirindan falsiform ligamentin serbest inferior
siirina uzanarak ligamentum teresi olusturur (12). Sag lob inferior ve posterior olarak

iki kii¢iik lob- kaudat ve kuadrat olmak tizere ikiye ayrilir (Sekil 1) (11).
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Sekil 1. Karacigerin loblarinin, yiizeylerinin ve ligamentlerinin énden (solda) ve

postero-inferior perspektiften (sagda) goriintiisti (11)
2.1.2 Karaciger histolojisi

Karaciger, insan viicudunun en biiyiik parenkimal organi ve ayni zamanda en
biiyiik bezidir. Karaciger endojen bilesenlerin metabolizmasinda, ekzojen maddelerin
degredasyonunda ve eliminasyonunda ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu organ,
parenkimal ve bag dokusu hiicreleri, safra kanali sistemi, kan ve lenf damarlari, sinirler

ve ekstraselliiler matriksten olugmaktadir (12).

Yetiskinlerdeki karaciger dokusunun yaklasik %801 hepatositlerden meydana
gelen parenkimadir. Kalan %20’si ise gogunlukla diizenli dizilmis tip I kollajen lifleri,
daginik tip III kollajen lifleri, fibroblastlar, mast hiicreleri, kan damarlar1 ve sinirleri
iceren ince bir bag dokusu tabakasi (Glisson kapsiilii) tarafindan sarilmaktadir (11,
13). Abdominal bosluga bakan karacigerin disbiikey yiizeyindeki bu bag dokusu
peritoneal serozanin basit yassi mezotelyal hiicreleri ile kaplidir (11). Mezotelyum,

patojen bakteriler ve diger zararli bilesenlere kars1 koruma saglamaktadir (13).



Karacigerin kanlanmasi, hepatik arter ve portal ven tarafindan saglanmaktadir.
Portal ven (%75-80 afferent kan hacmi) sindirim sistemi, dalak ve pankreastan gelen
kan1 tasimaktadir. Colyak ana damarindan dallanan hepatik arter ise periportal alana
ulagmadan Once interlobiiler arter ve interlobiiler arter yolagini kullanarak karacigere
%20-25 oraninda oksijenli kan destegi saglamaktadir. Portal ven ve hepatik arter

dallarindaki kan, karaciger lobiillerindeki siniizoidlerde karismaktadir (14).

Disse aralig1 (perisiniizoidal aralik), kan ile karaciger hiicreleri arasinda madde
aligveriginin gergeklestigi yerdir. Bu alan, hepatositlerin ve sinilizoid duvarindaki
endotel hiicrelerinin bazal yiizeyleri ve sinilizoidlerde bulunan Kupffer hiicreleri
arasinda uzanmaktadir. Hepatositlerin bazal ylizeyinden bu bosluga kiigiik, diizensiz
mikrovilluslar uzanti yapmaktadir. Bu mikrovilluslar yaptiklar1 uzantilar sayesinde
hepatositler ile plazma arasinda gerceklesen madde aligverisi igin yiizey alanim
yaklasik 6 kat arttirmaktadir (15). Bu aralik kan plazmasindan, bag dokusundan (tip
111 kollajen) ve ito hiicrelerinden olusmaktadir (16).

Siniizoid duvarinda yer alan fenestratali endotel hiicrelerinde ve hepatositlerde
bazal lamina siireklilik gostermemektedir. Bu nedenle Disse araligi hepatosit
membranina bagimli bir alan degildir. Siniizoidlerden Disse araligina gegen kandaki
maddelerin transferi endotel hiicrelerindeki fenestrasyonlarin boyutuna bagl olarak
diizenlenmektedir (17). Hepatositler tarafindan sentezlenen protein ve lipoproteinler
Disse araligindaki kana bu yolla taginmaktadirlar. Ancak bu yolak safra haricindeki

karaciger salgilar1 igindir (15).



2.1.2.1 Karaciger lobiiliiniin yapis1

Insan karacigerinde yaklasik 1 milyona yakin lobiil bulunmaktadir (18).
Karacigerin bu yapisi fonksiyonel birim bakimindan klasik lobiil, portal lobiil ve

karaciger asiniisii olarak tanimlanmaktadir (15).

Klasik lobiil poligonal bir yapiya sahiptir. Genellikle enine kesitlerde hekzagonal
yapida olup yaklasik olarak 0.7x2 mm boyutundadir (12). Her bir lobiiliin merkezinde
siniizoidler tarafindan drene edilen santral ven (terminal hepatik ventil) bulunmaktadir.
Hepatositlerden olusan hiicre plaklari, santral venden lobiil periferine dogru 1sinsal
olarak uzanmaktadir (15). Her bir lobiiliin kosesinde agirlikli olarak tip I kollajen
igeren bag dokusu ile ¢evrili periportal alanlar (kanallar) bulunmaktadir. Bu periportal
alanlarda portal triad (hepatik arter, safra kanal1 ve portal ven), sinir lifleri ve lenfatik
damarlar bulunmaktadir (Sekil 2) (16). Periportal alanlardaki hepatik arterler ve portal
venler kendi duvarlarina ve vaskiiler diiz kas hiicrelerine sahipken, safra kanallar1 zay1f
miyofibroblastlardan ve bazal membrandan meydana gelmektedir (19). Safra kanali
iltihab1 ve/veya tikanikligi durumunda fibroblastlar aktive olmakta ve safra kanali
etrafindaki hepatositleri yikima ugratmaktadir (11, 19). Portal kanalda yer alan bag
dokusu yapisindaki stroma ile hepatosit hiicreleri arasindaki alana periportal aralik
(Mall araligi) denmektedir. Karacigerdeki lenfin kaynakladigi yerlerden birisinin bu

aralik oldugu diisiiniilmektedir (15).
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Sekil 2. Klasik karaciger lobiiliiniin sekli (20)

Karaciger lobiil kavramlarindan bir digeri olan portal lobiil, karacigerin ekzokrin
fonksiyonunu gosteren lobiil yapisidir. Lobiiliin dis kenarlari, periportal alana en yakin
ti¢ santral ven arasinda ¢izilen hayali ¢izgilerdir. Bu hayali ¢izgiler kabaca ti¢ klasik
lobiiliin safra treten kisimlarimi igeren tiggen seklindeki doku bloklar1 olarak

tanimlamaktadir (15).

Bir diger lobiil kavrami olan karaciger asiniisii eskenar dortgen seklindeki en
kiiglik fonksiyonel birimdir (15). Klasik lobiile gore goriintiilenmesi oldukga zor
olmasma ragmen, bircok hastalifa bagli metabolik ve patolojik degisimleri
tanimlamak i¢in klinik ve iglevsel yonden oldukga yararlidir (13). Bir asiniis yapisinda,
kanda tiiketilen oksijen miktarina ve ekzojen maddelere bagli olarak ii¢ farkli bolge
gozlenir. Portal triaddan santral vene dogru bu bolgeler sirasiyla: periportal bolge (zon
1), ara bolge (zon 2), perisantral bolgedir (zon 3) (12). Zon 1, portal ven ve hepatik
arterden gelen kan destegine en yakin bdlgedir. Bu bolge klasik lobiiliin periferine

karsilik gelmektedir. Zon 2, zon 1 ve zon 3 arasinda yer almaktadir ve ayirt edici keskin



bir smir1 bulunmamaktadir. Zon 3, santral vene en yakin bolgedir. Bu zon, klasik

lobiiliin santral veni ¢evreleyen merkezi kismina karsilik gelmektedir (Sekil 3) (15).
Portal Triad

Santral Ven

Safra Kanali
Hepatik Arter Dali
Portal Ven Dali

Asiniis

Santral Ven

Portal Triad

Sekil 3. Karaciger asiniistiniin sematik goriintiisii (13)

Histolojik olarak neredeyse homojen bir goriiniime sahip olmasina ragmen
karaciger asiniisii biyokimyasal, fizyolojik ve hiicre i¢i islevleri bakimindan muazzam
bir heterojeniteye sahiptir. Bu heterojeniteye bagl olarak goriilen bolgelenme
karaciger ve tiim viicut homeostazi i¢in ¢esitli avantajlar saglamaktadir. Bircok gen
anlatim1 modeli, besinler, ilaclar ve hormonlara bagli olarak degisen enzimlerin
dagilimi bu bolgelenmeyi dinamik hale getirmektedir (21). Bu metabolik adaptasyon
cogunlukla glikoz ve yag asidi metabolizmasi ile ilgili gradiyan benzeri dagilim

gosteren enzimlerde goriilmektedir (22).

Hepatik arterlerden gelen besin agisindan zengin oksijenli kan, karaciger lobiiliine
akmadan Once portal venden gelen kan ile karigmaktadir. Bu durum lobiile giren kan
ile ¢ikan kan arasinda farkliliklara neden olmaktadir. Kan lobiil boyunca ilerlerken
hiicreler oksijeni kullanip besinleri islerken, metabolitleri ve atik iirlinleri

tiretmektedir. Bunun sonucunda kan oksijensiz hale gelmekte ve metabolik yan {iriinler
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siniizoid boyunca hiicrelerden salgilanmaktadir. Siniizoid boyunca olusan bu gradyan

karaciger asiniistiniin ti¢ farkli bolgeye ayrilmasina neden olmaktadir (23).

Karaciger glikoz homeostazinda ana rol oynamaktadir. Beslenme durumunda
fazla miktarda tiiketilen glikoz karaciger tarafindan alinarak CO2’ye oksitlenirken
glikojen ve yag asidine doniistiiriilir. Ac¢lik durumunda karaciger normoglisemiyi
sirdiirmek i¢in glikojenoliz ve glikoneogenez ile kan dolagimina glikoz
salgilamaktadir. Metabolik bolgelenmeye gore glikoneojenez temel olarak periportal
alanda gergeklesirken, glikoliz olay1 agirlikli olarak perisantral alandaki hepatositler

tarafindan gerceklestirilmektedir (22).

Yag asidi B-oksidasyonu periportal bolgedeki hepatositlerde daha yiiksek oranda
gerceklesirken perisantral alandaki hepatositlerde lipogenez ve ketogenez
gerceklesmektedir (24). Perisantral bolgelerdeki hepatositler tarafindan yag asitlerinin
esterlesmesi ve ¢ok diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (VLDL) sentezi bu alanda daha

yiiksek olarak ger¢eklesmektedir (22).
2.1.2.2 Karacigerin damar destegi ve safra kanal yapisi

Hepatik kan akis1 erkeklerde yaklasik 1,800 ml/dk iken kadinlarda 1,500 ml/dk’dir
(12). Karaciger essiz bir kan destegine sahiptir. Bu kan destegi hepatik venlerden gelen
vendz (portal) destek ve hepatik arterlerden gelen arteriyel destek olmak tizere ikiye
ayrilmaktadir. Bu damarlar karacigere hilustan ya da porta hepatisten girmektedir.
Ayn1 bolgeden salgilanan safray1 tasiyan duktus kommunis ve lenf damarlar da
karacigeri terk etmektedir. Bu nedenle, klasik karaciger lobiiliinde kan ile safra

akisinin yoni terstir (15).

Karacigere kan akiginin %20-25°1 hepatik arterlerden, %70-75’1 ise portal ven’den
gelmektedir. Karacigere portal ven tarafindan gelen kanin %251 pankreas ve dalaktan,
%751 mide ve bagirsaklardan gelmektedir (12, 15). Gelen bu kan bagirsakta absorbe
edilen besinleri ve toksik maddeleri, kan hiicreleri ve kan hiicrelerinin dalaktan gelen
parcalanmis iirlinlerini, pankreasin ve gastrointestinal sistemin enteroendoktin
hiicrelerinin endokrin salgilarini igermektedir. Hepatik arter ve portal venden gelen

kan, hepatositlere dagilmadan hemen Once karigmaktadir ve siniizoidler tarafindan
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dagitilmaktadir. Bu nedenle karaciger hiicreleri asla tam oksijenli kana maruz
kalmamaktadir. Sintizoidler santral vene agilmaktadir. Bu ven de sublobiiler venlere
bosalmaktadir. Kan, karacigerden hepatik venlerle drene olmakta ve hepatik venlerden

de vena kava inferior’a bosalmaktadir (15).

Biliyer agag, safray1 hepatositlerden safra kesesine oradan ise bagirsaga aktaran
kolanjiyositler ile doseli kanal sistemidir. Biliyer agacin en kii¢ciik dali safra
kanalikiilleri komsu iki hepatositin oluklarinin karsi karsiya gelmeleri sonucunda
olusan kii¢iik kanallardir. Safra kanalikiilii periportal alana dogru ilerledik¢e Herring
kanalina doniigir. Bu kanal hepatositler ve kolanjiyositler ile dosenmistir.
Kolanjiyositler apikal bolgesindeki mikrovillus yapilari ile hepatositlere benzer kiibik
hiicreler olup buna ek olarak primer silyum icermektedir. Bu hiicreler
sitoplazmalarinda az sayida organele sahiptirler. Safra kanalinin capinin artmasi

sonucu bu kiibik hiicreler prizmatik hiicrelere doniisiirler (25).
2.1.2.3 Karaciger hiicreleri

Karaciger genel olarak parenkimal (hepatositler) ve parenkimal olmayan hiicreler
olarak siniflandirilan farkli hiicre tipinden olugsmaktadir. Hepatositler, karacigerin esas
yapisini ve kiitlesinin biiyiik bir ¢ogunlugunu olusturmaktadir. Parenkimal olmayan
hiicreler Kupffer hiicreleri, siniizoid duvarinda yer alan endotel hiicreleri, Ito hiicreleri
(y1ldiz hiicreleri), periportal fibroblastlar: ve hepatik dendritik hiicreleri de dahil olmak

tizere birgok hiicre ¢esidini igermektedir (Sekil 4) (26).
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Sekil 4. Sintizoid ve iliskili hicrelerin diyagrami. (E) Endotel hiicre, (K) Kupffer
hiicresi , (I) Ito hiicresi, (Mg) Makrofaj, (H) Hepatosit, (No) Notrofil, (KKH) Kirmizi
kan hiicresi (27)

Hepatositler, parenkimal hacmin yaklasik %80°nini olustururken karacigerdeki
tiim hiicre sayisinin %60-70’ini olusturmaktadir (12). Hepatositler yaklasik olarak 20-
30 pm c¢apinda, 5000 pum? hacminde ¢ok yiizeyli hiicrelerdir (11). Yuvarlak ve
merkezde konumlanmis niikleuslara ve bol miktarda sitoplazmaya sahiptirler (20).
Hepatosit ¢ekirdegi, hiicre hacminini %5-10’unu olusturmaktadir (12). Niikleus sayist
bir veya iki tane olabilir. Yetigkin insanlarin %40’inda bu niikleuslar tetroploiddir.
Kromozom sayist hiicre yaslanmasi veya oksidatif stres ve metabolik olarak asiri

yiiklenme durumlarinda uyarilan karacigerin yenilenmesi sonucu artmaktadir (11).

Hepatositin plazma membrani, segici bir bariyer gorevi gorerek hiicre ici
kompozisyonun korunmasinit saglayan olduk¢a karmagsik bir yapiya sahiptir.
Morfolojik ve fonksiyonel olarak siniizoidal (bazolateral), hiicre i¢i (lateral) ve
kanalikiiler bolge (alan) olmak iizere iige ayrilir. Bu membran kisimlar1 akiskanlik,
enzim ve reseptOr yapisi Ve birlesmis transport sistemindeki cesitlilikler nedeniyle

biyokimyasal olarak farklilik gostermektedir (12).

Sintizoid membrani, Disse araligmma uzanan 0.5 um uzunlugunda ¢ok sayida
mikrovillus yapisi sergilemektedir. Tek bir mikrovillus, fenestrasyonlu siniizoidal

endotel hiicrelerinin siniizoid limenlerine uzant1 yaparak hepatositler ile siniizoidal
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kan arasinda dogrudan temas saglamaktadir. Kanalikiiler membran, hepatositlerin
apikal (safra) kutbunda bulunmaktadir. Bu bdlge, hepatosit membran ylizeyinin
yaklasik %15’ine karsilik gelmektedir. Iki ila {ic komsu hepatositin apikal kutbunda
bulunan hiicre membrami katlantilar1 oldukca Ozellesmis bir alan olan safra
kanalikiiliinii  siirlamaktadir  (12). Apikal yiizey, safra olusturmaya yonelik
elektrolitlerin ve organik ¢6ziinmiis maddelerin salgilanma yeridir (11). Lateral
membran, safra kanalikiiliinden sinilizoidal yilizeye kadar uzanmaktadir. Komsu
hepatositlerin birbiri ile temas ettigi bu alanda hiicrelerarasi iletisim gergeklesmektedir
(Sekil 5). Bu bolgede cesitli yan yilizey baglanti kompleksleri (siki baglantilar,
desmozomlar, neksus) bulunmaktadir. Sik1 baglantilar (zonula okludens), safra kanali
etrafinda banta benzer bir yapida uzanmaktadir. Fiziksel bir bariyer olarak gorev
gormektedir ve makromolekiillerin karsilikli olarak safra kanalikiiliinden hiicrelerarasi
bosluga gecmesini Onlemektedirler. Ancak, su ve elektrolitler bu bariyeri
gecebilmektedirler. Desmozomlar, komsu hepatositler arasindaki hiicre iskeleti bazli
baglantilaridir. Bu yapilar hepatosit yan yiizeyinde diizensiz olarak dagilmakta olup,
karaciger dokusunun mekanik sabitleyicisi olarak gorev almaktadir. Neksuslar, iKi
komsu hepatosit sitoplazmasi arasinda iletisim saglamaktadir (12). Bu baglantilar

Iyonlarin ve kiigiik molekiillerin gegisine izin vermektedir (11).

Sintizoidal Endotel Hiicresi o

=

Disse Aralig1

Sekil 5. Hepatositin ince yapisi. ZO (zonula okludens), L (lateral yiizey), KH (Kupffer
hiicresi), I (Ito hiicresi), SK (Safra kanalikiilii) (17)

Endoplazmik retikulum (ER) birbiri ile bagl yassi sisterna ve vezikiilleri bulunan
membran yapisinda tiibiiler bir sistemdir. Hepatosit hacminin  %15-20’sini
olusturmaktadir. Hepatositlerde bulunan ER’nin temel olarak %40’m1 ¢esitli

yogunluklara ve farkli liimenlere sahip kiigiik vezikiiller i¢eren diizgiin yiizeyli ER’ler
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(DER) olusturmaktadir. Karaciger lobiil ve asiniislerindeki ER dagilimlar1 farklilik
gostermektedir (12). DER’ler sentrilobiiler hepatositlerde periportal hepatositlere gore
daha fazla bulunurken, graniillii ER’ler (GER) periniikleer, perikanalikiiler bolgelerde
daha sik dagilim gostermektedir (11). ER’ler karacigerde degredasyonda, vitamin C
sentezinde, yag asidi, fosfolipid ve trigliserit metabolizmasinda, protein sentezinde,
kolestrol ve safra asidinin sentezinde ve metabolizmasinda ve ksenobiyotiklerin
(6rnegin ilaclar ve endojen maddelerin) biyotransformasyonunda gorev almaktadir.
Golgi aparati, hepatosit hacminin %4’tinii olusturmakta olup, genellikle hepatositlerde
4-6 paralel yassi sisternadan ve ugtan tomurcuklanan kiigiik vezikiillerden
olugsmaktadir. Golgi aparati her bir hepatositte genellikle niikleusun yakininda
dagilmis halde bulunur (11, 12). Bu organel, lipoproteinlerin, safra asidinin, membran
reseptorlerinin sentezlerinde ve yeniden olusturulmasinda gorev almaktadir (12).
Hepatositlerde bulunan lizozomlar morfolojik ve fonksiyonel olarak birbiri ile iligkili
hidrolotik enzimleri igeren heterojen bir organel popiilasyonudur. Bu organeller tek
bir membran ile sarilmistir ve elektron yogundur. Her bir hepatosit 300°e yakin
lizozom igermektedir (11, 12). Mitokondriyonlarin hepatositlerdeki sayilar1 1-2000
arasinda degismekte olup, hepatosit hacminin yaklasik %18-20’sini olusturmaktadir
(11). Sekilleri degiskendir (yuvarlak ya da uzun) ve hiicre igerisinde hareket edebilir.
Say1 ve biiyiikliikleri bolgesel yerlesimine gore degiskenlik gostermektedir. Perisantral
bolgedeki mitokondriyonlar periportal bolgedekilere gore sayica ¢ok fazla ve kiigiik
boyuttadirlar (12). Hepatositler ayni zamanda peroksizom, mikrotiibil ve

mikrofilament icermektedirler (27).

Kupffer hiicreleri, siniizoidal aralikta bulunan (Disse araligina ulasabilirler)
makrofajlardir (28). Karaciger hacim/kiitlesinin yaklasik %2’sini olugturmaktadir
(27). Kupffer hiicreleri, patojenleri ortadan kaldirmak i¢in sitokinleri ve diger
inflamatuar aracilar1 salgilamaktadirlar. Enfeksiyon ajanlarina, toksik bilesiklere ve
ksenobiyotiklere akut ve kronik cevaplarin olusturulmasinda onemli rol oynayan
Kupffer hiicreleri ayn1 zamanda yag depolayan hiicreler ve endotelyal hiicreler ile
etkilesime girmektedir (28, 29). Kupffer hiicreleri ultrastriiktiirel olarak bol lizozom,
mikrovillus, filopodya ve piktonik vezikiiller ile karakterizedir (27). Bu hiicrelerin
karaciger asiniisiinda dagilimlari ve boyutlari farklilik gostermektedir. Zon 1’de biiyiik

bir yap1 sergileyen bu hiicrelerin sayisi ¢ogunluktadir. Bununla birlikte zon 3’teki
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aktive olmus Kupffer hiicreleri tiimoér hiicreleri, parazitik ve mikrobiyal

mikroorganizmalara kars1 daha sitotoksik etki gosterirler (28).

Ito hiicreleri, Disse aralig1 igerisinde yer alan, siniizoidleri ¢evreleyen uzun
sitoplazmik yildiz seklindeki (stellat) hiicrelerdir. Toplam karaciger hiicrelerinin
%10’nundan daha azini olusturmaktadir (11). Oval ya da uzun niikleuslara ve ig
seklinde bir hiicre govdesine sahiptir. Kismen gelismis GER, kiigiik Golgi aparatina
ve belirgin dendrit benzeri sitoplazma ¢ikintilarina sahiptir. Tek bir yildiz hiicresi
genellikle ikiden fazla siniizoidin etrafim sarmaktadir ve komsu hepatositlerle
iletisimin gerceklemesini saglamaktadir (Sekil 6). Bu yakin temas, sitokinlerin ve
¢oziinen diger aracilarmn hiicreler arasinda tasmmasina olanak saglamaktadir. Ito
hiicreleri vitamin A depolanmasi, ekstraselliller matriks proteini {retimi,

mikrovaskiiler tonusun kontrolii ve rejenerasyon gibi gorevlere sahiptir (30).

Sekil 6. Biiyiik biiyiitmede subendotelyal bosluktaki Ito hiicresinin ¢izimi (30)

Vitamin A’nin %50-80’1 karacigerde depolanmaktadir. Depolanan vitamin A’nin
%80-90’1 yag depozitleri olarak Ito hiicrelerinin sitoplazmalarinda damlacik halinde
bulunmaktadir.  Elektron  mikroskopik  incelemelerde  Ito  hiicrelerinin
sitoplazmalarinda iki tip vitamin A yag damlacig1 gozlenmistir. Bunlar tip | ve tip 1l
damlaciklaridir. Tip [ yag damlaciklarinin gesitli boyutlart mevcut olup ¢aplar1 2um’yi
gecmemektedir. Periferik bir membrant olmayan tip II damlaciklar1 daha biiyiik

boyuttadir ve gaplar1 8 pm’ye kadar ulasmaktadir. Iki tip A vitamini damlas1 arasindaki

16



iliski kismen bilinmektedir. Baz1 goriislere gore tip II damlaciklarinin birgogunun tip
I damlaciklarinin fiizyonu sonucu olustugu belirtilirken bazi goriislere gore de tip 11

damlaciklarin tip I vitamin damlaciklarinin 6nciilleri oldugu belirtilmektedir (30).

Hem normal karacigerde hem de karaciger fibrojenezi siirecinde Ito hiicreleri
ekstraselliller matriks tretmektedirler. Bu hiicreler aktif durumdayken fibril
olusturmayan kollajenlerden (Tip IV ve VI) olusan bir matriks olusturmaktadirlar.
Bazi1 karaciger hasar tiirlerinde ise (6rn. siroz) bazal membran materyali ve kollajen
lifleri (tip I ve IIT) Disse araliginda birikmektedir (11).

2.2 Lezzet Arttiricilar

Gida katki maddeleri, gida endiistrisinde gidalarin lezzetlerini, renklerini,
tatlarini, goriintiilerini ve dokularini iyilestirmek i¢in kiiclik miktarlarda yaygin olarak
kullanilmaktadirlar. Gida endiistrisinde, yaklasik 230 farkli bileseni iceren 25 gida
aroma maddesi smifi bulunmaktadir (31). Lezzet arttiricilar, umami veya istah agici
tatlarin (diger dort tat olan tatli, tuzlu, eksi ve aci) reseptorlerini aktive eder ve bdylece
iiriinlere yeni birer tat katarlar. Bu nedenle tat arttiricilar bir ¢esit aroma gorevi

gormektedirler.

Aroma maddeleri biiyiik ve farkli malzeme gruplarini icermektedirler. Bunlar:
-Gidalarda dogal olarak bulunmayan yapay maddeler,

-Normalde gida olarak tiiketilmeyen dogal maddeler, bu maddelerden tiirevlenen

iirlinler ve bunlara esdeger dogaya 6zdes tatlandiricilar,

-Otlar ve baharatlar, bunlardan tiirevlenen riinler ve bunlara esdeger dogaya

0zdes tatlandiricilar,

-Normalde gida olarak tiiketilebilen sebze ve hayvansal iirlinlerden elde edilebilen
islenmis veya islenmemis dogal tatlandiricti maddeler ve bunlarin sentetik

esdegerleridir (32).
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2.2.1 Umami

20. yiizy1lin baslarinda Profesor Ikeda tarafindan lezzetli, istah agici essiz bir tat
olan umami tanimlanmastir (33). Serbest amino asitlerde, niikleotidlerde, peptidlerde,
organik asitlerde ve bunlarin tiirevlerini igeren genis ¢aptaki gidalarda bulunmaktadir.
Genellikle tatli tadi diizenleyerek, tuzlu tadi arttirarak, eksiligi ve aciligi bastirarak

yiyeceklerin tadini iyilestirirler (34).

1908 yilinda Ikeda tarafindan tanimlanan ilk tanimlanan umami ajan1 MSG’dir
(34). Diger umami ajan1 1913 te tanimlanmustir. Ikeda’nin 6grencisi Shintaro Kodama
kurutulmus palamut baliginda inosin-5’-monofosfati (IMP) kesfetmistir. Bundan
birka¢ yil sonra bir bagka bilim insan1 olan Kuninaka sitaki mantarinin guanilat-5’-
monofosfati (GMP) icerdigini kesfetmistir (33, 35).

2.2.2 Monosodyum glutamat

MSG, L-glutamik asitten tiiretilen ¢esitli gida drlinlerinde yaygin olarak
kullanilan dogal bir lezzet arttiricisidir. MSG, et ve balik gibi yiiksek proteinli
gidalarda, parmesan ve rokfor gibi belirli peynir iirlinlerinde ve domates, mantar,
brokoli gibi sebzelerde bulunmaktadir (36). MSG, islenmis gidalarda siklikla
kullanilan bir lezzet arttirict ve stabilizor olarak bilinmektedir (31). Son yillarda
lezzetleri gelistirmek amaciyla tiim diinyada islenmis gidalarda ve ev yemeklerinde bir

tuz olarak kullanilan MSG’nin kullanimi giderek daha ¢ok artmaktadir (37).

MSG, genellikle beyaz bir toz yapisindadir (38). %781 glutamik asitten ve %22’si
sodyumdan ve sudan olugmaktadir (39). Su, bes karbon atomundan olusan glutamik
asit ve serbest sodyum iyonlarini iyonize etmektedir. Bir karboksilik (-COOH)
grubuna ve bir ‘‘alfa’” karbon atomuna (dogrudan -COOH grubuna bagl bir karbon
atomu) bagli bir amino (-NH2) grubuna sahiptir (Sekil 7). Molekiiler formiilii
C3HsNNaO4 ve agirligi 169,11 g/mol’diir (38). Erime noktasi 232 °C’dir (31).
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NH,

Sekil 7. Monosodyum glutamatin kimyasal formiilii (31)

Giinlik olarak MSG tiiketimi bolgesel olarak degiskenlik gostermektedir.
Geligmis iilkelerde giinlik MSG alimi ortalama 0.3-1,0 g/giin oldugu tahmin edilirken
Ingiltere’de ortalama 0,58 g/giin Almanya’da ise 10,0 g/giin oldugu bildirilmistir.
FDA’nin (Amerika Gida ve Ilag Dairesi) MSG'nin giivenli bir madde oldugunu
bildirmesine ragmen, ¢esitli deneysel hayvan caligmalarinda MSG’nin tiikketiminin
kronik donemde olumsuz sonuglara neden oldugu gosterilmistir. Bu olumsuz etkiler
timus, beyin, pankreas, testis, karaciger ve bobrek gibi farkli organlarda gosterilmis ve
obezite, hipertansiyon, bas agrisi, norotoksisite gibi bircok hastalik ile

iliskilendirilmistir (31).
2.3 MSG ve Oksidatif Stres

Karaciger, beyin, testis ve bobrek gibi farkli organlarda MSG’nin etkisi ile
meydana gelen doku hasarlarinin oksidatif stres ile iligkili oldugu diistiniilmektedir.
Bilindigi iizere oksidatif stres, hiicresel metabolizmanin bozulmasina, lipid, protein,
karbonhidrat, niikleik asitlerin hasar gérmesine neden olan hiicre i¢i ROS seviyesinin

arttigl durumdur (31).

ROS, oksijen radikallerini igeren (siiperoksit, hidroksil, preoksil, alkoksil) ve
oksidan maddeleri olan ve/veya kolayca radikallere doniisebilen kiigiik oksijen tiirevi
molekiillerdir. ROS iiretimi genellikle siiperoksit liretimi ile baslayan reaksiyon
dizisidir. Siiperoksit (O2") hizl1 bir sekilde (6zellikle diisiik pH’ta) siiperoksit dismutaz
enzimi tarafindan H202’ye pargalanir (40). H202 iyonik yiikten yoksundur. Bu nedenle
serbestgce yayilarak hiicre i¢i makro molekiillere zarar verebilir. H2O2, Fenton

reaksiyonu yoluyla gecis-metal iyonlariyla (6zellikle demir) etkileserek oldukca
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reaktif hidroksil radikallerini (*OH) olusturur. Bu hidroksil radikalleri DNA baz
hasarma ve iplik kirilmalarina, lipid peroksidasyonuna ve bir¢gok amino asit
kalintisinin modifikasyonuna neden olmaktadir. Eger ROS tiirevli hasarlar kontrol
edilmezse ateroskleroz, diyabet, norodejeneratif hastaliklar ve kanser gibi cesitli

patofizyolojik duruma neden olabilir (41).

ROS (temel olarak O, ve H20.) bir¢ok karacigere 6zgii hiicreleri fonksiyonel
olarak etkileyerek fibrosisin gelismesine neden olabilir. Hepatositlerde yiiksek
miktarda ROS tiretimi bu hiicrelerin 6liimiine neden olur. Bunun sonrasinda Kupffer
hiicreleri ve Ito hiicrelerinde inflamatuar ve fibrotik yanit1 giiglendirmek icin timor
nekrozis faktor alfa (TNF-a), doniistiiriicii biiylime faktorii beta (TGF-f) gibi bir¢ok
araci salinir. Alkol ve endotoksin gibi pro-fibrojenik uyarilar, Kupffer hiicrelerinden
biyolojik aktif aracilarin (kemokinler, sitokinler, adezyon molekiilleri ve ROS)

salinmasini/ ekspre edilmesini saglar (41).
2.4 MSG ve Apoptoz

MSG’nin esansiyel olmayan bir bileseni olan glutamat, genellikle lezzet arttiric
gidalarda kullanilmaktadir (42). Glutamat memeli merkezi sinir sisteminde
iyonotropik glutamat (iGlu) ve metabotropik glutamat (mGlu) reseptérlerini (MGIuR)
araciligiyla etki eden norotransmitter olup hem fizyolojik hem de patolojik siireglerde
onemli rol oynamaktadir (42, 43). mGIuR sekans homolojisine gore {i¢ ayr1 gruba
[Grup I (mGlul ve mGlu5 reseptorleri), Grup I (mGlu2 ve mGlu3 reseptorleri) ve
Grup I (mGlu4, mGlu6, mGlu7 mGlu8 reseptorleri)] ayrilmaktadir (43). Tim mGIluR
merkezi sinir sisteminde eksprese olmakla birlikte yapilan son c¢aligmalar tat
tomurcuklari (mGlu4), sigan hepatositleri (mGlu5), insan melanositleri gibi periferik

organlarda da eksprese olduklarini gostermistir (44).

Aktive olan mGIuR5, hiicrelerde hiicre i¢i Ca' degisimlerine neden
olabilmektedir. Bu degisimler hiicre devamliligi, farklilagmasi ve biiyiimesinde temel
rol oynayan bir¢ok reaksiyonu aktive etmektedir. Bu nedenle MSG tiiketimine bagli
olarak fazla glutamatin varligi glutamat reseptorlerinin siddetli aktivasyonuna neden
olmaktadir. Bunun yani sira, hiicrede i¢inde Ca*? arttiginda ya da ER, niikleus ve

mitokondriyon gibi organellere yiiksek miktarda Ca*? girdiginde, proteazlar ve
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endoniikleazlar (kaspazlar) gibi kalsiyuma bagl enzimler aktif hale gelmekte ve bu

durum hiicrede apoptoza neden olmaktadir (45).
2.5 Aposinin

Schmiedeberg tarafindan 1883 yilinda Apocynum cannabinum (Kanada keneviri)
koklerinden ekstre edilen APO (4-hidroksi-3-metoksiasetofenon) 6dem ve kalp
sorunlarinda tedavi olarak kullanilmistir (46). 1971 yilinda APO, geleneksel Hint
tibbinda (Ayurveda) iyi bilinen ve Hint, Nepal, Tibet ve Pakistan daglarinda yetisen
dogal bir bitki olan Picrorhiza kurroa’nin koklerinden izole edilerek tanimlanmigtir
(46, 47). APO, molekiiler agirligi 166,17 g/mol olan bir asetofenondur (Sekil 8) (46,
48). Hafif vanilya kokusuna sahiptir ve erime noktas1 155 °C’dir. Fagositik ve fagositik
olmayan hiicreleri igeren bir¢ok deney modelinde NOX aktivitesini bloke etmek icin

kullanilan yaygin bir antioksidan ve anti-inflamatuardir (49).

O

OMe
OH

Sekil 8. APO’nun formiil bazindaki yapisi (48)

Tiim NOX ailesi tiyeleri (NOX-1, NOX-2, NOX-3, NOX-4, NOX-5) O2’yi O2‘e
indirgemek i¢in biyolojik membranlar boyunca elektron tasiyan transmembran
proteinlerdir.(40). Karacigerde NOX-1, NOX-2 ve NOX-4 eksprese olmaktadir (50).
NOX-2 bilinen diger adi ile gp91P"* ilk kesfedilen NOX ailesi iiyesi olup
inflamasyonda ve immiin korumada 6nemli rol oynayan fagositlerde bulunmaktadir
(50, 51). NOX-1, NOX-2 ile %60 amino asit benzerligine sahip olup vaskiiler diiz kas
hiicreleri, endotel hiicreleri, astrositler ve mikroglialar gibi birgok hiicrede eksprese
olmaktadir. ik olarak bobrekte kesfedilen NOX-4, NOX-2 ile %39 aminoasit
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benzerligine sahip olup osteoklastlarda,endotel hiicrelerinde, diiz kas hiicrelerinde,
hematopoetik kok hiicrelerinde, fibroblastlardan ve ndronlarda eksprese
olmaktadir(40, 50).

NOX kompleksi ¢oklu alt birimden olusan membranla iligkili enzimatik bir sistem
olup molekiiller O2’yi azaltmak ve Oz iiretmek igin elektron verici olarak
NADH/NADPH’tan yararlanmaktadir (52, 53). NOX kompleksi sitozolik (p47°Pho,
p67°1%) ve membrana bagli (gp91PM*/NOX-1/NOX-4 ve p22P"®) birimlerden ve
diisiik molekiil agirlikli G proteini (rac 2 ya da rac 1) olusmaktadir (46). Bu alt
birimlerin birlesimi ile bir enzim kompleksi olusmaktadir (52, 53). APO p47°"yn
membrana gociinii engelleyerek NOX aracilt Oz salimimini engellemektedir. Boylece
NOX kompleksinin birlesmesinin engellenmesinde kritik rol oynamaktadir (Sekil 9)
(52).

20,
NADPH 20.-
NADP* + H* :
91plwx

gpglphox - O D e e < 2p. = >

p22pl:ox p22ph
— '\l Aposinin
p47phox

@

p 4(Jphox \/

Sekil 9. NOX aktivasyonu ve APO’nun etki mekanizmasi (52)

APO, NOX kompleksinin birlesmesini dnleyerek NOX yoluyla siiperoksiti inhibe
etmektedir. Bununla birlikte, bu kompleksin inhibe edici etkisi yalnizca gecikme
stiresinden sonra meydana gelmektedir. Bunun nedeninin NOX bilesenlerinin kovalent
olarak modifiye edilerek ve/veya aktive edilerek aposinin dimerlerini olusturdugu
diisiilmektedir (54). Miyeloperoksidaz (MPOQO), H2O: ile birlikte APO’yu dimerize

etmekte ve bu dimerizasyon enzim kompleksinin aktivasyonunu dnlemektedir (Sekil
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10). Ayrica MPO seviyesini arttiran zimosan ajanlar da APO’nun etkinligini
arttirmaktadir. MPO’nun yaninda horseradish peroksidaz (HRP) gibi peroksidazlar

APO’nun dimer olusumunu indiikleyebilmektedir (49).

ZC
CH, o o CH,
c/

/

Aposinin Dimeri

OCH,
OH

Aposinin

Sekil 10. APO’nun NOX inhibisyon mekanizmasi. APO miyeloperoksidaz (MPO) ve
hidrojen peroksidaz (H20>) tarafindan dimerize edilir (49).

2.6 APO ve Apoptoz

Hayatta kalabilmemiz i¢in viicudumuzda bazi hiicrelerin 6lmesi gerekmektedir.
Normal fizyoloji ve doku fonksiyonunun korunmasi i¢in hasar gérmiis ve islevsiz
hiicreler programli hiicre 6liimii yoluyla siirekli olarak temizlenmekte ve saglikli yeni
hiicreler ile degistirilmektedir. Hiicre 6liimii farkli patofizyolojik durumlarda ortaya
cikabilmektedir(55). Hiicreler hipoksik ve toksik hasarlar sonucunda temel
homeostatik fonksiyonlarini siirdiirme kabiliyetlerini kaybetmekte olup hiicresel stres

ve enerji kaybina ugrayabilmektedir(56).

Mitojenle etkilesen protein kinaz (MAPK) ‘in bir alt ailesi olan-c-Jun N-terminal
kinaz (JNK) hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve apoptoz dahil olmak iizere bircok

onemli hiicresel aktiviteyi diizenlemektedir (57). Inflamatuar Kkaraciger
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bozukluklarinda JNK’nin aktivasyonu hepatositlerde apoptozun indiiklenmesinde
vazgecilmez bir rol oynamaktadir (58). Gergeklestirilen ¢aligmalar sonucunda
APO’nun yalnizca NADPH oksidazlar1 inhibe ederek oksidatif stresi baskilamadigini
ayn1 zamanda hasar sonucu JNK’nin asir1 fosforile olmasini engelleyerek hiicreyi

apoptozdan kurtardig1 sonucuna ulasiimistir (59, 60).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gerec

Bu calismada, Acibadem Mehmet Ali Aydimlar Universitesi Deney Hayvanlari
Merkezi (ACU-DEHAM)’nden temin edilen geng yetiskin (8 haftalik) 200-250 g
agirhi@inda 32 adet Sprague Dawley albino erkek sigan kullanildi. Deneysel ¢alisma
oncesi Acibadem Mehmet Ali Aydmlar Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulu’ndan onay alindi1 (HDK-2020/45).

3.1.1 Deney gruplari

Kullanilan siganlar deney siiresince 224+2°C sicaklikta, standart aydinlik/karanlik
(12/12 saat) siklusu olan Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvarinda tutuldu. Deney grubundaki tiim siganlara standart sigan
yemi ve ¢gesme suyu ad libitum olarak verildi. Deney gruplarindaki siganlar her grupta
8 hayvan olacak sekilde rastgele ayrildi ve ¢alismanin baslangicindan sakrifiye edilene
kadar hayvan agirliklari haftalik olarak tartilarak kayit edildi. Kontrol grubundaki
sicanlara, 28 giin boyunca gavaj yontemiyle distile su verildi. MSG grubundaki
siganlara distile su ile hazirlanan MSG soliisyonu (120 mg/kg) (Katalog No: G1626,
Sigma Aldrich, Burlington, MA, U.S.A.) gavaj yontemiyle 28 giin boyunca verildi.
Aposinin (APO) grubundaki siganlara, %8’lik dimetil siilfoksit (DMSO) ile hazirlanan
APO soliisyonu (25 mg/kg) (Katalog No: sc-203321, Santa Cruz, California, U.S.A.)
deneyin son 5 giinii gavaj yontemiyle verildi. Tedavi grubundaki sicanlara (MSG +
APO) ise MSG soliisyonu (120 mg/kg) gavaj ile uygulanirken, 25. Giinden itibaren
APO soliisyonu (25 mg/kg) gavaj yontemiyle 5 giin boyunca uygulandi (Tablo 1)
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Tablo 1. Deney hayvanlarina uygulanan gavaj uygulamasi

MG 4 i
~ v N [
o Inl Inoks Sn Ak
(ﬁ/\f;\ ~ v ~J
0. Giin 23. Giin 28. Glin
1
I
APO (25 mg/kg)
MSG (120 mg/kg)

Kontrol (distile su)

l
MSG (120 mg/kg) ' MSG (120 mg/kg)

APO (25 mg/kg)

28. Giinde ketamin (9 cc/kg) ve ksilazin (7 cc/kg) derin anestezisi altinda sakrifiye
edilen  siganlardan  alinan  karaciger doku  Ornekleri  histokimyasal,
immiinohistokimyasal ve gecirimli elektron mikroskopik diizeyde incelenmek tizere
hazirlandi. Karaciger doku ornekleri ve kalpten alinan kan 6rnekleri biyokimyasal

incelemeler i¢in kullanildi.
3.2 Yontem
3.2.1 Doku takibi

Siganlardan alian karaciger dokular1 %10’luk tamponlu formalin (Katalog No:
HT501128, Sigma Aldrich, Burlington, MA, U.S.A.) soliisyonunda fikse edildi. 72
saat fiksasyon sonrasi dokular bir gece ¢esme suyunda bekletildikten sonra asagida
belirtilen basamaklara gore doku takip islemi gergeklestirildi (Thermo Citadel 2000,
Massachusetts, U.S.A.) (Tablo 2).

Tablo 2. Karaciger dokusuna uygulanan histolojik takip basamaklari

Basamak Siire
%70 etil alkol 1 saat 30 dakika
%080 etil alkol 1 saat 30 dakika
2090 etil alkol 1 saat 30 dakika
2096 etil alkol 1 saat 30 dakika
%100 etil alkol 1saat 30 dakika
%0100 etil alkol 1 saat 30 dakika

26



Tablo 2. Karaciger dokusuna uygulanan histolojik takip basamaklari (devam)

Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Parafin 12 saat
Parafin 3 saat

3.2.2 Isik mikroskobu diizeyinde histokimyasal incelemeye yonelik doku

preparasyonu

Doku takip asamasi sonrasi karaciger doku 6rnekleri parafin bloklar elde edilmek
tizere gomiildii (Thermo Histostar, Massachusetts, U.S.A.). Ardindan parafin bloklar
rotary mikrotom (Thermo- Shandon™ Finesse™ ME+, Massachusetts, U.S.A.)
aracilifiyla 5 um kalinliginda kesildi. Kesitler sicak su banyosuna aktarildiktan sonra
histolojik incelemeler icin lamlara alindi. Kesitlere, histolojik degerlendirme igin
hematoksilen-eozin boyast ve kollajen lif dagilimmi degerlendirmeye yonelik
Masson’un trikrom boyas1 uygulandi. Ayrica doku kesitlerinde glikojeni gostermek
amactyla Periyodik asit-Schiff (PAS) reaksiyonu uygulandi. Boyanmis olan kesitler
doku hasar derecesini belirlemeye yonelik olarak ‘‘hepatositlerde vakuolizasyon,
parenkimada iltihabi hiicre infiltrasyonu ve bag dokusu yapilanmasi *’ bazinda her bir
parametre O ile 3 arasinda [0:hasar yok, 1:hafif derecede hasar, 2:orta derecede hasar,
3:siddetli hasar] maksimum skor 9 olacak sekilde skorlandi (61). Hepatositlerdeki
glikojen icerigi kantitatif olarak Image J (1.44 software, National Institutes of Health)

programi kullanilarak hesaplandi.
3.2.3 Hematoksilen ve eozin (H&E) boyamasi

Histolojik degerlendirme igin lamlara alinan karaciger doku kesitleri 40 dakika
boyunca ksilende bekletilerek parafinden arindirildi. Ardindan azalan etil alkol
serilerinde (%100, %90, %70) 10’ar dakika bekletilerek dokularin su almasi saglandi.
%70 etil alkol soliisyonunu takiben karaciger dokular1 10 dakika boyunca
hematoksilen soliisyonunda (J.T Baker, Pensilvanya, U.S.A.) bekletildi. Ardindan 7
dakika boyunca akarsu (¢esme suyu) altinda tutuldu. Daha sonra 1 dakika %70 etil

alkol uygulamas1 sonrasi kesitler eozinde (Histoplus™) 5 dakika bekletilerek boyandi.
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Ardindan Kesitler sirasiyla birer dakika siireyle %70, %90, ve %100 etil alkolde
bekletilerek sudan arindirildi. 2 kere 1’er dakika ksilende tutulan doku kesitleri

seffaflandirilma sonras1 entellan ile kapatildi.
3.2.4 Masson’un trikrom boyasi

Kollajen lif dagilimin1 degerlendirmeye yonelik lamlara alinan karaciger doku
kesitleri 40 dakika boyunca ksilende bekletilerek kesitlerden parafin uzaklastirildi.
Ardindan kesitler azalan konsantrasyonda etil alkol serilerinde (%100, %90, %70) 5’er
dakika bekletildikten sonra distile suda calkalandi. Kesitler daha sonra Weighert
demirli hematoksilen (Merck, New York, U.S.A.) soliisyonunda 10 dakika tutuldu.
Akarsuda 10 dakika yikanan ve distile suda galkalanan kesitler Beibrich Scarlet-asit
fuksin soliisyonunda 10 dakika bekletildi. Kesitler distile su ile ¢alkalandiktan sonra
fosfomolibdik asit-fosfotungistik asit (Katalog No: 79560, Sigma Aldrich, Burlington,
MA, U.S.A)) soliisyonunda 10 dakika tutulmayi takiben yikamadan direkt olarak
anilin mavisi (Katalog No: B8563, Sigma Aldrich, Burlington, MA, U.S.A.)
sollisyonuna alinarak 5 dakika bekletildi. Doku kesitleri distile su ile ¢alkalandiktan
sonra 2 dakika %1’lik asetik asit (Katalog No: 33209, Sigma Aldrich, Burlington, MA,
U.S.A.) soliisyonuna konuldu. Bu basamaktan sonra kesitler distile suda yikanmay1

takiben hizlica %90, %100 etil alkol ve ksilenden gecirilerek entellan ile kapatildi.
3.2.5 Periyodik asit- Schiff (PAS) reaksiyonu

Hepatositlerdeki glikojen igerigini degerlendirmek amaciyla lamlara alinan
karaciger dokusu kesitleri 40 dakika boyunca ksilende bekletilerek parafinden
arindirildi. Ardindan azalan etil alkol serilerinde (%100, %90, %70) 10’ar dakika
bekletilerek kesitlerin su almasi saglandi. Kesitler distile suda ¢alkalandiktan sonra
periyodik asitte (Katalog N0:8222880100, Merck, New York, U.S.A.) 20 dakika
bekletildi. Ardindan 5 dakika boyunca kesitler akarsu altinda tutuldu. Distile suda
tekrar ¢alkalanan kesitler Schiff reaktifinde 20 dakika, siilfiiroz asit soliisyonunda
(Merck, New York, U.S.A.) ise 12 dakika bekletildi. Doku kesitleri 5 dakika akarsu
altinda tutulup, distile suda ¢alkalandiktan sonra dehidratasyon i¢in yiikselen etil alkol
serisine (%70, %90, %100) alindi. 2 kez 3 dakika ksilende tutulan doku kesitlerinin

seffaflaflanmas1 saglandi. Hemen ardindan kesitler entellan ile kapatildi.
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Fotograflanan kesitlerdeki glikojen igerigi kantitatif olarak Image J (1.44 software,

National Institutes of Health ) programi kullanilarak hesaplandi.

3.2.6 Terminal deoksiniikleotidil transferaz aracili deoksiiiridin trifosfat (dUTP)
centik uclu etiketleme (TUNEL) yontemi

Pozitif sarjli lamlara alinan 5 um kalinligindaki kesitlere TUNEL metodu, iiretici
firmanin (TACS 2 TdT-DAB In Situ Apoptosis Detection Kit, Katalog N0:4810-30-K
Trevigen, Maryland, U.S.A.) verdigi kullanim kilavuzundaki yonteme goére uygulandi.
Bu yonteme gore kesitler 57°C’lik etiivde 5 dakika bekletildi. Ardindan kesitler
sirasiyla 2 kez 5 dakika ksilende, 5 dakika %100 etil alkol, 5 dakika %95 etil alkol ve
5 dakika %70 etil alkolde bekletildi. Akabinde kesitler 2 kez 5 dakika PBS’te cam sale
icerisinde yikandi. Proteinlerin sindirilmesi i¢in kesitler Proteinaz K (1:50) ile oda
sicakliginda inkiibe edildi. Kesitler 2x2 dakika distile su yardimiyla yikandi. Ardindan
kesitler Quenching soliisyonunda 5 dakika bekletildi. 1 dakika PBS ile tekrar
yikandiktan sonra Kesitler 1xTdT Labeling tamponuna daldirildi. Ardindan dikkatlice
kurutulan dokularin iizerine 50 pm Labeling reaksiyon karigimi konuldu ve nemli
odada 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kesitler durducu tampona
daldirilarak 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Kesitler 2 kez 5 dakika distile su ile
yikandiktan sonra Strep-HRP soliisyonu dokularin iizerine konularak 10 dakika
37°C’de bekletildi. Kesitler 2 kez 2 dakika PBS ile yikandi ve hazirlanan DAB
soliisyonu igerisinde 7 dakika daldirilarak bekletildi. Kesitler daha sonra 2 dakika
distile su ile yikandi ve 3 dakika metil yesili ile zit boyama yapildi. Doku kesitleri
sirastyla distile su, %70 alkol, %95 alkol, %100 alkol ve ksilen igerisine 10 kere
batirilip ¢ikarildi ve kurumaya birakildi. Ardindan entellan yardimiyla kesitler
kapatildi. Isik mikroskobunda incelenen her bir kesitteki apoptotik hiicre sayisinin

toplam hiicre sayisina oranlanmasi ile apoptotik indeks hesaplandi.

3.2.7 NOX-2 immiinfloresan boyamasi

%4’ 1k paraformaldehit (PFA) (Katalog No: 1040051000, Merck, New York,
U.S.A) ile 1 giin fikse edilen karaciger dokular sirasi ile bir gece PBS, %15 siikroz
ve %30 siikroz soliisyonlarinin (0.1 M PBS, pH 7.3 ile hazirlanmis) igerisine konuldu.

Her bir siikroz soliisyonundan sonra dokularin dibe ¢okmesi beklendi ve dokular
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ardindan gomme medyumu igerisinde -80°C’de saklandi. Doku bloklarindan
kriyomikrotom (Thermo Shandon™, FSE, Massachusetts, U.S.A.) ile 8 pm
kalinliginda kesitler lizinli lamlara alindi. Alinan doku kesitleri 20 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Bir sonraki basamakta kesitler 2 kez 5 dakika boyunca cam
sale icerisinde PBS ile yikandi. Plastik sale igerisine konulan sitrat tamponu
mikrodalga ile 1sit1ld1 ve kesitler 20 dakika boyunca tamponun buharinda bekletilerek
15 dakika boyunca sogumaya birakildi. PBS ile yikama islemi sonrasi spesifik
olmayan baglanmay1 6nlemek i¢in kesitler %10 tamponlu kegi serumunda (Life
Technologies, U.S.A.) 10 dakika inkiibe edildi. Blokajin ardindan kesitlere tavsan anti-
NOX-2 primer antikoru (%1°1lik BSA-PBS-Triton-X-100 soliisyonu ile 1:100 oraninda
seyreltilmis) (Katalog No: NBP2-41291, Novus,Bio-Techne, Minnesota, U.S.A.)
uygulandi ve nemli odada 1 gece +4°C’de inkiibe edildi. Daha sonra kesitler PBS
yardimiyla 2 kere yikandi ve floresan isaretli ke¢i anti-tavsan sekonder antikorunda
(1:1000) (Katalog No: A32740, Invitrogen, U.S.A.) oda sicakliginda 1 saat bekletildi.
Bu siirenin sonunda kesitler 2 defa PBS yardimiyla tekrar yikandi. 4°6- Diamidino-2-
fenilidol (DAPI) igeren gliserollii kapatma soliisyonu (Katalog No:188804, Abcam,
Cambridge, UK) kullanilarak kapatilan kesitler floresan mikroskobu (Zeiss Axio
Scope, Oberkochen, Germany) ile incelendi. Fotograflanan kesitlerdeki 1s1ma
yogunlugu, biitlinlesik 1s1ma (integrated density) degeri Image J (1.44 software,

National Institutes of Health) programi kullanilarak hesaplandi.
3.2.8 Biyokimyasal incelemeler
3.2.8.1 Serum biyokimyasal analizleri

Dekapitasyon oncesi kalpten alinan kan 6rnekleri, igerisinde antikoagiilan madde
bulunmayan kuru vakumlu tiiplere alinarak oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten
sonra 4000 rpm’ de 15 dakika boyunca santrifiij edildi. Ayrilan serum Ornekleri
calisma gerceklestirilene kadar -20°C° de saklandi. Ilgili analizler, Marmara

Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvari’nda yapild.
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3.2.8.1.1 Serum alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz
(AST) aktivitesinin ol¢iilmesi

Serum ornekleri derin dondurucudan ¢ikartildiktan sonra oda sicakliginda
¢oziinmeleri beklendi. Serum ALT ve AST aktivitesi, ticari kit (Biolabo- AST/ALT,
Maizy, Hauts De France) kullanilarak spektrofotometre yardimiyla (BioTek, Vermont,
U.S.A)) belirlendi. Kit igerisinde yer alan reaktiften 1 ml kiivete konuldu. 37°C’ye
kadar 1s1t1ld1 ve {izerine 6rnekten 100 puL eklendi. Reaksiyonun baglamasinin ardindan
1 dakika sonra absorbansi 340 nm’de okundu. Bu deger baslangi¢ absorbansi olarak
kaydedildi. Daha sonra 3 dakikalik bir siire boyunca 1’er dakika arayla 3 farkli 6l¢tim
alindi. Dakika basina absorbans degisimi belirlendi (AAbs/min).

Serum ALT ve AST aktivitesi asagidaki formiil yardimiyla hesaplandi ve sonuglar

IU/L olarak verildi.

Serum ALT/AST aktivitesi (IU/L) = (AAbs/min) *1746
3.2.8.1.2 Serum alkali fosfataz (ALP) aktivitesinin ol¢iilmesi

Serum ALP aktivitesi, ticari kit (Biolabo-AST/ALT, Maizy, Hauts De France)
kullanilarak spektrofotometre yardimiyla (BioTek,Vermont, U.S.A.) belirlendi. Kit
igerisinde yer alan reaktiften 1 mL kiivete konuldu. 37°C’ye kadar 1sitild1 ve lizerine
ornekten 10 pL eklendi. Reaksiyonun baslamasinin ardindan 1 dakika sonra
absorbans1 405 nm’de okundu. Bu deger baslangi¢ absorbansi olarak kaydedildi. Daha
sonra 3 dakikalik bir siire boyunca 1’er dakika arayla 3 farkli 6l¢tim alindi. Dakika
basina absorbans degisimi belirlendi (AAbs/min).

Serum ALP aktivitesi (IU/L) = (AAbs/min) *5450
3.2.8.1.3 Serum albiimin konsantrasyonunun oél¢iilmesi

Albiimin seviyeleri ticari kit (Teco Diagnostics- Albumin Reagent Set, Katalog
No: A502-480, Anaheim, CA, U.S.A.) kullanilarak 6lgiildii. Asagida verilen tabloda
hazirlanan tiipler vorteks ile karistirildiktan sonra oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.
Bekleme siiresinin ardindan tiiplerin absorbans degeri 630 nm’de kore karst okundu.

Sonuglar g/dl olarak verildi.
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Tablo 3. Serum albiimin konsantrasyonu 6l¢iimii i¢in 6rnek hazirlama tablosu

Ornek Standart Kér
Reaktif 1ml 1mil 1ml
Ornek 10 ul - -
Standart - 10 pl -
Distile su - - 10 pl

Serum albiimin miktar= Absorbans (6rnek) X Standart konsantrasyon (5 g/dl)
Absorbans (standart)

3.2.8.1.4 Serum total bilirubin seviyelerinin 6lciilmesi

Total bilirubin konsantrasyonu, ticari kit (Katalog No: 80443, Biolabo-Total
Bilirubine, Maizy, Hauts De France) kullanilarak spektrofotometre yardimiyla
(BioTek, Vermont, U.S.A.) belirlendi. Asagida verilen tabloda hazirlanan tiipler
vorteks ile karistirildiktan sonra oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Bekleme

stiresinin ardindan tiiplerin absorbans degeri 550 nm’de kore karsi okundu.

Tablo 4. Serum total bilirubin 6l¢iimii i¢in 6rnek hazirlama tablosu

Ornek Standart Kor
Reaktif 1 1 mil 1 ml 1mil
Reaktif 2 50 wl 50 pl -
Ornek 100 pl - 100 pl
Distile su - - 50 ul

Serum total bilirubin konsantrasyonu (mg/dl) = [Abs. Ornek — Abs. Kor] x 11.4*

3.2.8.2 Karaciger dokusu biyokimyasal analizleri

Dekapitasyondan hemen sonra ¢ikarilan karaciger dokusu, PBS tamponu (137
mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPO4, 1,8 MM KH2POy) ile yikanarak tartildi.
Ependorf tiiplere konulan karaciger dokular: 6lgiimler gerceklestirilene kadar -80° C’

de saklandi. Biyokimyasal olgtimlerin yapilacagi giin -80° C’den ¢ikarilan dokular
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sogutulmus 150 mM KCI ¢ozeltisiyle homojenize edilerek %10’luk doku homojenati

hazirlandi.
3.2.8.2.1 Doku malondialdehid (MDA) seviyelerinin oél¢iilmesi

Lipit peroksidasyonun gdstergesi olan MDA seviyelerinin tayini i¢in Ohkawa ve
digerleri tarafindan gelistirilen metot kullanildi (62). Metodun prensibi, lipid
peroksidasyonunun yikim {iiriinlerinden olan MDA’ nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
olusturdugu pembe renkli kompleksin renk siddetinin 532 nm dalga boyunda

Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir (63).

Kullanilan reaktifler:
-R1, R2 ve R3

-50 umol/L 1,1°,3,3” tetractoksipropan (standart stok soliisyonu)

Kit (Katalog No: E-EL-0060, Elabscience, U.S.A) prosediiriine gore hazirlanan
cozeltiler asagidaki caligsma tablosunda belirtildigi sekilde deney tiiplerine eklendikten
sonra ¢ozeltilerin karismasi igin iyice vortekslendi. Tiipler kaynar suda (en az 95 °C)
1 saat bekletilerek, akan ¢esme suyunda sogutuldu ve sonrasinda 5000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Pembe renkli siipernatantlarin absorbanslart 532 nm’de okundu
ve 1.1°,3,3” tetractoksipropanla hazirlanan standart grafiginden yararlanilarak nmol/g

doku cinsinden MDA diizeyleri bulundu.

Tablo 5. MDA seviyesinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltiler

Numune Standart Kor
Homojenat 20 pl 20 pl 20 pl
R1 20 pl 20 ul 200 pl
R2 600 ul 600 ul 600 ul
R3 200 ul 200 pl -
%50 Glasiyel
asetik asit i : 200 pl
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3.2.8.2.2 Doku glutatyon (GSH) seviyelerinin ol¢iilmesi

GSH hiicre, doku ve organ sistemlerinin biitiinliigiiniin yapisal ve fonksiyonel
olarak korunmasinda antioksidan bir molekiil olarak rol almaktadir. Bu ¢alismada
karaciger dokularinda GSH analizi, Beutler metoduna gore yapildi (64). Metodun
prensibi, analiz tiipiinde bulunan GSH’nin 5,5’-ditiyobis 2- nitrobenzoik asit (DTNB)
ile reaksiyona girerek sarimsi renk vermesi ve olusan bu rengin 151k siddetinin 410 nm

dalga boyunda spektrofotometrede okunmasina dayanmaktadir.

Doku homojenatlart 5000 rpm’de, +4 derecede, 20 dakika santrifiij edildi. Elde
edilen siipernatanta %10’luk TCA c¢ozeltisi ilave edildi, karistirildi ve tekrar 3000
rpm’de, +4 derecede, 20 dakika santrifiij edilerek proteinlerin ¢okmesi saglandi. Ag¢ik

renkli siipernatant numuneleri GSH analizinde kullanildi.

Kullamlan Reaktifler:
-%10’luk triklor asetik asit
-%12’lik trisodyum sitrat
-%0,4°1iik 5,5°-DTNB

-0.3 molar disodyum hidrojen fosfat

Asagidaki tabloda belirtilen ¢aligma semasina gore deney tiipleri hazirlanarak,
¢ozeltilerin iyice karigsmasi i¢in tiipler vortekslendi. Oda 1s1sinda 5 dakika bekletilen
numunelerde olusan rengin siddeti spektrofotometrede 410 nm’de okundu ve
glutatyon standard grafiginden yararlanilarak pmol/ g doku cinsinden GSH diizeyleri

bulundu.

Tablo 6. GSH seviyesinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

Numune Kor
%10'luk Homojenat 500ul -
Naz2HPO4 (0,3M) 4ml 4 ml
DTNB 500 pl 500 pl
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Tablo 6. GSH seviyesinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler (devam)

Distile su - 500 ul

3.2.8.2.3 Doku siiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesinin él¢iimii

SOD aktivitesi, WST (suda ¢oziiniir tetrazolium tuzu) reaksiyonuna dayanan
Sigma SOD Determination Kit (Katalog N0:19160, Sigma Aldrich, Burlington, MA,
U.S.A)) ile belirlendi. Alman 4 tiip sirasiyla Ornek, Kér 1, Kér 2 ve Koér 3 olarak
etiketlendi. Tiim Ornek ve Kor 2 kuyucuklarma 20 pul Ornek eklendi ve 20 ul ddH20
Kor 1 ve Kor 3 kuyucuklarina eklendi. 200 pl WST soliisyonu tiim kuyucuklara
eklenerek karistirildi. 20 pl diliisyon tamponu tiim Kor 2 ve Kor 3’lere eklendi. 20 ul
enzim galisma Soliisyonu tiim Kor 1’lere eklendi ve karistirildi. 37 °C’de 20 dakika
inkiibe edildikten sonra 450nm’de absorbans degerleri okundu. SOD aktivitesi

asagidaki denklem kullanilarak hesaplandi.

(% inhibisyon Orani) = [(A Kor 1- A Kor 3)- (A 6rnek- A Kor 2)]

(A Kor 1- A kor 3)

3.2.8.2.4 Doku miyeloperoksidaz (MPO) seviyelerinin él¢iilmesi

Doku MPO aktivitesi ticari olarak satin alinan kit (Katalog No: E-BC-K074-M,
Elabscience, U.S.A)) ile gergeklestirildi. Kit prosediiriinde belirtilen sekilde hazirlanan
standart ¢ozeltiler, antikor kapli 96 kuyucuklu plakaya 50 pl olarak eklendi. Yine kit
igerisinde hazir halde bulunan 6rnek dillient ¢ozeltisinden kuyucuklara 40 pl eklendi.
Doku o6rneklerinden 10 pl alinarak 6rnek kuyucuklarin hacmi 50 pl’ye tamamlandi ve
37°C'de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra plaka, yikama soliisyonu ile 5
kez yikandi. Daha sonra her kuyucuga HRP-Konjugat reaktifinden 50ul eklendi ve
yeniden 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon isleminin ardindan yeniden
yikama islemleri gergeklestirildi. Kromojen ¢ozeltilerinden esit konsantrasyonlarda
kuyucuklara eklendi ve 37°C'de 15 dakika boyunca karanlikta inkiibe edildi. Siire

sonunda durdurma soliisyonu eklenerek plaka 450 nm’de spektrofotometre ile 6l¢iildii.
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3.2.9 Gegirimli elektron mikroskopik diizeyde inceleme

Karaciger dokusu 6rnekleri %2,5’luk 0,1 M PBS tamponlu (pH: 7.2) gluteraldehit
fiksatifi (Katalog No: A0589, PanReach AppliChem, Chicago, IL, US.A.) i¢erisinde 4
°C’de 4 saat siire ile fikse edildi. PBS tamponu ile yikama sonrasi %]1’lik osmium
tetroksit (Katalog N0:19134, Electron Microscopy Science, Hatfield, PA, U.S.A.) ile
1 saat postfiksasyon yapildi. Yiikselen konsantrasyonda etil alkol serilerinden
(sirastyla %50, %70, %90, %100) gegirilen doku Ornekleri saf propilen oksitten
(Katalog N0:82320, Sigma Aldrich, Burlington, MA, U.S.A.) gecirilmeyi takiben
Epon 812’ye gomiilerek 60 °C’deki etiivde polimerizasyon gergeklestirildi.
Ultramikrotomda doku bloklarindan yar1 ince (1 um) kesitler alindi ve toluidin mavi
boyasi (Sigma Aldrich, Burlington, MA, U.S.A)) ile boyandi. Yar1 ince kesitlerde
yapilan yer tayini sonrasinda 60 nm kalinligindaki ince kesitler bakir gridler {izerine
almarak uranil asetat ve kursun sitrat ile kontrastlandi. Kontrastlama sonrasi kesitler,
gecirimli elektron mikroskobunda (Thermo Scientific TALOS L 120 C, The
Netherlands) incelendi.

3.2.10 istatistiksel analizler

Istatistiksel analizler i¢in Graph Pad Prism 8.0 (Graph Pad Software, San Diego,
CA, USA) programi kullanildi. Tim verilerin analizi i¢in one-way ANOVA ve Tukey
coklu karsilastirma testi kullanildi ve p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1 Viicut Agirhgi Degerlendirmesi

Kontrol grubundaki siganlarin ortalama agirhi@g 302,343 + 17,36 g olarak
belirlenirken sigan agirliklart MSG grubunda 341,65 + 7,036 g, APO grubunda 340,76
+ 13,10 g, MSG+APO grubunda ise 344,231 + 14,68 g olarak olgiildii. MSG, APO ve
MSG+APO gruplarindaki deney hayvanlarimin agirliklari Kontrol grubundaki
hayvanlarin agirliklar1 ile karsilastirildiginda deney gruplari arasinda istatistiksel

olarak anlamlilik gézlenmedi (Sekil 11).
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>
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Sekil 11.Deney gruplarindaki siganlarin viicut agirliklariin haftalik degisimi.

(Deney gruplari arasinda hayvan agirliklart karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli fark gézlenmemistir.)

4.2 Morfolojik Bulgular

Isik mikroskopik diizeyde gerceklestirilen incelemelerde H&E ile boyali Kontrol
grubu karaciger Kesitlerinde normal parenkima yapisi gozlendi. Her bir lobiilde
hepatositler santral venden 1sinsal olarak siniizoidlerin komsulugunda uzanmakta olup,
hepatositlerin niikleuslar1, hiicrenin merkezinde ve yuvarlak yapida izlendi (Resim 1).
APO grubuna ait kesitlerde Kontrol grubuna benzer sekilde normal morfolojik yap1
gozlendi (Resim 2). MSG grubuna ait karaciger kesitlerinde parenkimada

hepatositlerde dejenerasyonu yansitir nitelikte vakuolizasyonun arttigi izlendi.
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Genislemis olan siniizoidlerde vazokonjesyon ve periportal alanda 16kosit
infiltrasyonu gozlendi (Resim 3 ve 4). MSG+APO grubuna ait kesitlerde MSG grubu
ile karsilastirildiginda karaciger parenkimasinda hepatositlerde daha az derecede
vakuolizasyon gozlendi. Periportal alanda 16kosit infiltrasyonu bazindaki bulgular

minimal diizeyde idi (Resim 5).

Karaciger parenkimasindaki Kollajen lif ve bag dokusu yapilanmasinin
degerlendirilmesine yonelik olarak Masson’un trikrom boyasi uygulanan Kontrol
grubu kesitlerinde periportal alanda kollajen lif diizeyi normal diizeyde izlendi (Resim
6). APO grubunda da kollajen lif yapilanmasi periportal alanda normal seviyede
gozlendi (Resim 7). MSG grubu kesitlerinde periportal alanda kollajen liflerde ve bag
dokusunda belirgin artis izlendi (Resim 8). MSG+APO grubunda ayni bolgede MSG

grubuna kiyasla kollajen lif ve bag dokusu normale yakin yapida izlendi (Resim 9).

PAS reaksiyonu uygulanan kesitler incelendiginde Kontrol grubuna ait kesitlerde
hepatosit sitoplazlarinda glikojen varliginin belirteci olan belirgin PAS-pozitif (+)
reaksiyon gozlendi (Resim 10). APO grubu Kesitlerinde de Kontrol grubuna benzer
sekilde hepatosit sitoplazlarinda belirgin PAS+ reaksiyon mevcuttu (Resim 11). MSG
grubuna ait karaciger doku kesitlerinde hepatosit sitoplazmalarinda PAS+ reaksiyonda
diisiis gozlendi (Resim 12). MSG+APO grubuna ait kesitlerde ise hepatosit
sitoplazmalarinda belirgin PAS+ reaksiyon gozlendi (Resim13).

Karaciger dokusunun histopatolojik skorlama degerleri Kontrol grubunda 0,37 +
0,18, APO grubunda 1,12 + 0,22, MSG grubunda 4,25 = 0,31 ve MSG+APO grubunda
1,75 £ 0,31 olarak belirlendi. MSG ve MSG+APO gruplar1 Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda histopatolojik hasarmn anlamli olarak arttig1 (sirastyla = p<0,001,
“p<0,01) gdzlendi. APO grubu ile karsilastirildiginda MSG grubunda histopatolojik
skorda istatiksel olarak anlamli bir artis gézlendi (***p<0,001). MSG+APQO grubunun
histopatolojik skoru MSG grubu ile karsilastirildiginda histopatolojik hasarin anlamli
derecede azaldig1 (*""p<0,001) goriildii (Sekil 12).

Tiim deney gruplarinda hepatositlerde glikojen igerigi yogunlugu PAS reaksiyonu
esliginde belirlendi. PAS-pozitif reaksiyon yogunlugu degerleri Kontrol grubunda
58822 + 4651, APO grubunda 54814 + 1785, MSG grubunda 39763 + 2258,
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MSG+APO grubunda 50689 + 2192 olarak saptandi. Kontrol grubu ve APO grubu ile
karsilagtirildiginda MSG grubunda PAS-pozitif reaksiyonu yogunlugunda anlamli bir
azalma gdzlendi (sirastyla ~ p<0,001, “*p<0,001). MSG+APO grubunun PAS-pozitif
reaksiyonu yogunlugu MSG grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir artis oldugu
gozlendi (*'p<0,01) (Sekil 13).

Resim 1. Kontrol grubuna ait mikrograf.

(Hepatositlerin santral venden 1sinsal olarak plaklar seklinde dizildigi ve aralarinda
sinlizoidlerin (—) yer aldigi normal karaciger parenkimasi goriilmektedir. Inset:
Normal karaciger lobiil yapis1.SV: Santral ven, PA: Periportal alan, H&E boyamasi.)
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Resim 2. APO grubuna ait mikrograf.

(Karaciger parenkimasinda normal yapiyr yansitir morfoloji goriilmektedir. Inset:
Santral venden 1smsal plaklar seklinde dizilen hepatositler ve aralarinda yer alan
siniizoidler (—) karaciger parenkimasi. SV Santral ven, PA: Periportal alan, H&E

boyamasi.)

Resim 3. MSG grubuna ait mikrograf.

(Karaciger parenkimast ve periportal alanda 18kosit infiltrasyonu (P>) goriilmektedir.
Inset: Hepatositlerde dejenerasyonu yansitan vakuolizasyon (—). SV: Santral ven, PA:

Periportal alan. H&E boyamasi.)
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Resim 4. MSG grubuna ait mikrograf.

(Hepatositlerde dejenerasyonu yansitan vakuolizasyon (—), siniizoidlerde genisleme
ve vazokonjesyon ve santral ven ¢evresinde 16kosit infiltrasyonu () goriilmektedir.
SV: Santral ven. H&E boyamasi.)

Resim 5. MSG+APO grubuna ait mikrograf.

(Karaciger parenkimasinda normale yakin karaciger morfolojisi izlenmektedir. Inset:
Periportal alan. SV: Santral ven, PA: Periportal alan. H&E boyamasi.)
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Resim 6. Kontrol grubuna ait mikrograf.

(Karaciger parenkimasinda bag dokusu yapist normal yapilanmada izlenmektedir.SV:
Santral ven, PA: Periportal alan. Masson'un Trikrom boyasi.)

Resim 7. APO grubuna ait mikrograf.

(Bag dokusu ag¢isindan karaciger parenkimasinda normal yapilanma gézlenmektedir.
SV: Santral ven, PA: Periportal alan, Masson'un Trikrom boyasi.)
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Resim 8. MSG grubuna ait mikrograf.

(Karaciger parenkimasinda ve periportal alanda bag dokusunda artis (*) izlenmektedir.
SV: Santral ven, PA: Periportal alan. Masson'un Trikrom boyamasi.)

Resim 9. MSG+APO grubuna ait mikrograf.

(Karaciger lobiiliinde bag dokusunda normale yakin yapilanma izlenmektedir. SV:
Santral ven, PA: Periportal alan. Masson'un Trikrom boyamasi.)
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Resim 10. Kontrol grubuna ait mikrograf.

(Hepatositlerdeki glikojen igerigi PAS+ reaksiyon varliginda goriilmektedir.SV:
Santral ven. PAS reaksiyonu.)

Resim 11. APO grubuna ait mikrograf.

(Hepatositlerin sitoplazmalarinda belirgin PAS+ reaksiyon esliginde glikojen dagilimu
goriilmektedir.SV: Santral ven, PA: Periportal alan. PAS reaksiyonu.)
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Resim 12. MSG grubuna ait mikrograf.

(Karaciger parenkimasindaki ¢ok sayida hepatosit sitoplazmasinda PAS+ reaksiyonda
azalma gortilmektedir. SV: Santral ven, PA: Periportal alan. PAS reaksiyonu.)

Resim 13. MSG+APO grubuna ait mikrograf.

(Karaciger parenkimasindaki hepatositlerin sitoplazmalarinda yogun PAS+ reaksiyon
goriilmektedir.SV: Santral ven, PA: Periportal alan. PAS reaksiyonu.)
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Sekil 12. Karaciger dokusunun histopatolojik skor grafigi.

("p <0,001, “p <0,01 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. “““p<0,001 APO grubu
ile karsilastirildiginda. **"p <0,001 MSG grubu ile karsilastirildiginda.)
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Sekil 13. PAS reaksiyonu yogunlugu grafigi.

("p<0,001 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. ***p<0,001 APO grubu ile
karsilastirildiginda. **p<0,01 MSG grubu ile karsilastirildiginda.)
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4.3 TUNEL immiinhistokimyasi Bulgular

Tiim deney gruplarindaki hayvanlarda TUNEL- pozitif hiicreler koyu siyah renkte
izlendi. Kontrol (Resim 14) ve APO (Resim 15) gruplarindaki hepatositlerde az sayida
pozitif hiicreye rastlandi. MSG grubu kesitleri Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
TUNEL- pozitif hiicre sayisinda artis oldugu gozlendi (Resim 16). MSG+APO grubu
kesitleri MSG grubu Kesitleri ile karsilastirildiginda az sayida TUNEL- pozitif hiicre
izlendi (Resim 17).

Deney gruplarina ait apoptotik indeks Kontrol grubunda 0,58 + 0,58, MSG
grubunda 18,77 + 3,23, APO grubunda 1,03 + 0,58 ve MSG+APO grubunda 1,16 +
0,83 olarak belirlendi. MSG grubu Kontrol ve APO gruplari ile ayri ayri
karsilastirildiginda apoptotik indekste istatiksel olarak anlamli bir artis gozlendi
(strasiyla “p<0,05, *p<0,05). MSG+APO grubu MSG grubu ile karsilastirildiginda ise
apoptotik indekste istatiksel olarak anlamli bir azalma gézlendi (*p <0,05) (Sekil 14).
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Resim 14. Kontrol grubuna ait mikrograf.

(Karaciger parenkimasinda az sayida TUNEL-pozitif hiicre (—) izlenmektedir. Inset:
TUNEL-pozitif hiicre (—).)

Resim 15. APO grubuna ait mikrograf.

(Karaciger dokusunda seyrek olarak TUNEL-pozitif hiicreler (—) goriilmektedir.
Inset: TUNEL-pozitif hiicreler (—).)

48



Resim 16. MSG grubuna ait mikrograf.

(Karaciger parenkimasinda TUNEL-pozitif hiicre (—) sayisinda artig goriilmektedir.
Inset: TUNEL-pozitif hiicreler (—).)

Resim 17. MSG+APO grubuna ait mikrograf.

(Karaciger parenkimasinda az sayida TUNEL-pozitif hiicre (—) izlenmektedir. Inset:
TUNEL-pozitif hiicre (—).)
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Sekil 14. Deney gruplarina ait apoptotik indeks grafigi.

('p <0,05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. “p<0,05 Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda. *p <0,05 MSG grubu ile karsilastirildiginda.)
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4.4 NOX-2 immiinfloresan Boyamasi Bulgular1

Kontrol grubuna ait karaciger dokularindaki hepatositlerin sitoplazmalarinda
NOX-2-pozitif hiicreler parlak kirmizi renkte izlendi (Resim 18 A-C). APO grubunda
NOX-2-pozitif olan hepatosit sayisinda azalma gozlendi (Resim 18 D-F). MSG
grubunda hepatosit sitoplazmalarinda NOX-2-pozitif isaretleme oraninda ise artis
belirgindi (Resim 18 G-I). MSG+APO grubunda ise NOX-2-pozitif hiicre sayisinda

azalma gozlendi (Resim 18 J-L).

Deney gruplarindaki NOX-2 floresan yogunlugu Kontrol grubunda 256635 +
5076, APO grubunda 183418 + 23731, MSG grubunda 369815 + 13459, MSG+APO
grubunda ise 314688 + 16000 AU olarak belirlendi. MSG grubu, Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda NOX-2 floresan yogunlugunda anlamli bir artis gozlendi
(""p<0,001). APO grubu ile karsilastirildiginda MSG ve MSG+APO grubu NOX-2
floresan yogunlugunda istatiksel olarak anlamli bir artig s6z konusu idi (***p <0,001)

(Sekil 15).
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Resim 18. Deney gruplarma ait karaciger kesitlerinde NOX-2-immiinfloresan
boyanmasi.

((A-C) Kontrol, (D-F) APO, (G-1) MSG, (J-L) MSG+APO gruplarinda NOX-2-pozitif
hiicreler (—) parlak kirmizi renkte, hepatosit niikkleuslar1 DAPI ile boyanma sonucu

parlak mavi renkte goriilmektedir. )
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Sekil 15. Deney gruplarina ait NOX-2 floresan yogunlugu grafigi.

*hk

("p <0,001 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. ***p<0,001 APO grubu ile
karsilagtirildiginda. )
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4.5 Biyokimya Bulgular
4.5.1 Serum ALT, AST ve ALP seviyeleri

Deney gruplarindaki ALP konsantrasyonu seviyeleri Kontrol grubunda 21,50 +
1,938 IU/L, APO grubunda 22,15 + 1,616 1U/L, MSG grubunda 34,92 + 1,582 IU/L,
MSG+APO grubunda ise 25,10 + 2,019 IU/L olarak belirlendi. Kontrol ve APO
gruplan ile karsilagtirildiginda MSG grubunda ALP konsantrasyon seviyesinde
istatiksel olarak anlamli bir artis gozlendi (sirasiyla ~ p<0,001, *@¢p<0,001).
MSG+APO grubu MSG grubu ile karsilastirildiginda ise ALP konsantrasyon
seviyesinde istatiksel olarak anlamli bir diisiis gézlendi (*"p<0,01) (Sekil 16).

Deney gruplarindaki AST konsantrasyonu seviyeleri incelediginde Kontrol grubu
31,95+ 1,642 IU/L, APO grubu 35,28 + 1,650 IU/L, MSG grubu 55,27 + 3,239 1U/L,
MSG+APO grubu ise 34,13 + 2,087 IU/L olarak belirlendi. Kontrol ve APO gruplari
ile karsilastirildiginda MSG grubunda AST konsantrasyon seviyesinde istatiksel
olarak anlamli bir artis gozlendi (sirastyla = p <0,001, **#p <0,001). MSG+APO
grubu MSG grubu ile karsilastirildiginda ise AST konsantrasyon seviyesinde istatiksel
olarak anlamli bir azalma gozlendi (**"p <0,001) (Sekil 17).

Deney gruplarindaki ALP konsantrasyon seviyeleri incelendiginde Kontrol grubu
16,20 + 1,634 1U/L, APO grubu 23,35 + 0,776 1U/L, MSG grubu 36,69 + 2,973 IU/L,
MSG+APO grubu ise 30,25 + 1,874 IU/L olarak belirlendi. Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda MSG ve MSG+APO gruplarinda ALP  konsantrasyon
seviyelerinde istatiksel olarak anlaml1 bir artis gézlendi (" p<0.001). APO grubu ile
karsilastirildiginda ise MSG grubunda ALP konsantrasyon seviyesinde istatiksel
olarak anlamli bir artig gézlendi (**p <0,01). (Sekil 18).
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Sekil 16. Deney gruplarina ait ALT konsantrasyon seviyeleri.

("p <0,001 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. ***p<0,001 APO grubu ile
karsilastirildiginda. *p <0,01 MSG grubu ile karsilastirildiginda.)
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Sekil 17. Deney gruplarina ait AST konsantrasyon seviyeleri.

("™p <0,001 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. ***p<0,001 APO grubu ile
karsilastirildiginda. ***p <0,001 MSG grubu ile karsilastirildiginda.)
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Sekil 18. Deney gruplarina ait ALP konsantrasyon seviyeleri.

(""p <0,001 Kontrol grubu ile kargilastirildiginda. **p<0,01 APO grubu
karsilastirildiginda.)

ile
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4.5.2 Serum albiimin konsantrasyon seviyeleri

Deney gruplarindaki albiimin konsantrasyonu seviyeleri incelendiginde Kontrol
grubu 4,396 + 0,1260 g/dl, APO grubu 4,403 + 0,1287 g/dl, MSG grubu 3,615 + 0,098
g/dl, MSG+APO grubu ise 3,785 + 0,1395 g/dl olarak belirlendi. Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda MSG ve MSG+APO gruplarinda albiimin konsantrasyonunda
istatiksel olarak anlaml bir diisiis gbzlendi **p<0,01). MSG ve MSG+APO gruplari
APO grubu ile karsilastirildiginda ise albiimin konsantrasyonunda istatiksel olarak
anlaml bir diistis gozlendi (**p<0,05) (Sekil 19).
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Sekil 19. Deney gruplarina ait albiimin konsantrasyon seviyeleri.

("p <0,01 Kontrol grubu ile karsilastirldiginda. “*p<0,01 APO grubu ile
karsilastirildiginda.)
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4.5.3 Serum total bilirubin konsantrasyon seviyeleri

Deney gruplarindaki total bilirubin konsantrasyonu seviyeleri incelendiginde
Kontrol grubu 6,541 + 0,2521 mg/dl, APO grubu 6,626 + 0,1756 mg/dl, MSG grubu
12,57 + 1,217 mg/dl, MSG+APO grubu ise 7,752 + 0,549 mg/dl olarak belirlendi.
Kontrol ve APO gruplan ile karsilastirildiginda MSG grubunda total bilirubin
konsantrasyonunda istatiksel olarak anlamli bir artis gdzlendi (sirasiyla =~ p<0,001,
axon<0,001). MSG+APO grubu MSG grubu ile karsilastirildiginda ise total bilirubin
konsantrasyonunda istatiksel olarak anlamli bir diisiis gozlendi (*""p <0,001) (Sekil
20).

20 -
oLool
"R
B 154
=]
E
£
0
2 104 +++
=
g
B 57
0 I 1
Kontrol APO MSG MSG+APO

Sekil 20. Deney gruplarina ait total bilirubin seviyeleri.

*hk

("p <0,001 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. ***p<0,001 APO grubu ile
karsilastirildiginda. **p <0,01 MSG grubu ile karsilastirildiginda.)
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4.5.4 Doku MDA ve GSH, SOD ve MPO seviyeleri

Karaciger dokusundaki MDA konsantrasyonu seviyeleri incelendiginde Kontrol
grubu 18,81 + 2,534 nmol/g, APO grubu 20,23 + 2,122 nmol/g, MSG grubu 42,67 +
3,545 nmol/g, MSG+APO grubu ise 24,7 + 1,139 nmol/g olarak belirlendi. Kontrol ve
APO gruplan ile karsilastirildiginda MSG grubunda MDA  konsantrasyonu
seviyesinde istatiksel olarak anlamli bir artis gozlendi (sirastyla ~ p<0,001,
aeon<0,001). MSG+APO grubu MSG grubu ile karsilastirildiginda ise bu degerde
istatiksel olarak anlamli bir diisiis gozlendi (*p<0,05) (Sekil 21).

Karaciger dokusundaki GSH konsantrasyon seviyeleri incelendiginde Kontrol
grubu 13,94 + 1,217 [U/g protein, APO grubu 14,02 + [U/g protein, MSG grubu 6,433
+ 0,7126 1U/g protein, MSG+APO grubu ise 12,69 1U/g protein olarak belirlendi.
MSG grubu Kontrol ve APO gruplar ile karsilastirildiginda GSH konsantrasyon
seviyesinde istatiksel olarak anlamli bir diisiis gozlendi (sirastyla ~p 0,001,
@aen<(,001). MSG grubu ile karsilastirildiginda ise MSG+APQO grubunda bu seviyede
istatiksel olarak anlaml bir artig gozlendi (*"p <0,01) (Sekil 22).

Karaciger dokusundaki SOD konsantrasyonu seviyeleri incelendiginde Kontrol
grubu 89,68 £ 2,736 [U/g protein, APO grubu 86,34 = 3,941 [U/g protein, MSG grubu
70,85 £ 1,925 TU/g protein, MSG+APO grubu ise 81,79 £+ 6,570 1U/g protein olarak
belirlendi. MSG grubu Kontrol ve APO gruplarn ile karsilastirildiginda SOD
konsantrasyon seviyesinde istatiksel olarak anlamli bir diisiis gozlendi (sirastyla “p
<0,05, *p <0,05) (Sekil 23).

Karaciger dokusundaki MPO konsantrasyon seviyeleri incelendiginde Kontrol
grubu 47,54 + 6,158 nm/ml, APO grubu 71,76 + 7,008 nm/ml, MSG grubu 93,72 +
8,968 nm/ml, MSG+APO grubu ise 78,71 + 7,793 nm/ml olarak belirlendi. MSG
grubu Kontrol grubu ile karsilastirildiginda MPO konsantrasyon seviyesinde istatiksel
olarak anlamli bir artis gdzlendi ("p <0,05) (Sekil 24).
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Sekil 21. Deney gruplarina ait MDA seviyeleri.
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("p <0,001 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. ***p <0,001 APO grubu ile
karsilastirildiginda. +p <0,05 MSG grubu ile karsilastirildiginda.)
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Sekil 22. Deney gruplarina ait GSH seviyeleri.

("p <0,001 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. “**p <0,001 APO grubu ile
karsilastirildiginda. **p<0,01 MSG grubu ile karsilastirildiginda.)
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Sekil 23. Deney gruplarina ait SOD seviyeleri.

('p <0,05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. p <0,05 APO grubu ile
karsilastirildiginda.)
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Sekil 24. Deney gruplarina ait MPO seviyeleri.
("p <0,05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda.)
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4.6 Gecirimli Elektron Mikroskopik Diizeyde Bulgular

Kontrol grubuna ait karaciger dokularmin gegirimli elektron mikroskobu
diizeyinde gergeklestirilen incelemesi sonucunda, hepatosit ve siniizoid yapilari
normal ince yapida izlendi (Resim 19 ve 20). APO grubuna ait elektron mikrograflarda
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda benzer ince yapi bulgular1 gézlendi (Resim 21 ve
22).

MSG grubuna ait karaciger elektron mikrograflarinda piknotik niikleus i¢eren
hepatositlerde yogun harabiyet gézlendi. Hepatosit sitoplazmasinda ¢ok sayida lipid
damlacigi, endoplazmik retikulum genislemesi esliginde steatosis yansitir
vakuolizasyon ve mitokondriyon kristalarinda silinme izlendi. Safra kanalikiiliiniin

mikrovillus yapisinda silinme seklinde harabiyet mevcuttu (Resim 23- 26).

MSG+APO grubuna ait elektron mikrograflarda az sayida dejeneratif bulgu igeren
hepatositler varliginda normale yakin karaciger parenkimasini yansitmakta idi.
Hepatositlerin sitoplazmalarinda vakuolizasyonun ve lipid damlaciklarinin olduke¢a az

oldugu bu gruba ait gézlenen bulgular arasinda idi (Resim 27- 29).
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Resim 19. Kontrol grubuna ait gegirimli elektron mikrografi.

(Karaciger parenkimasinda normal ince yapi izlenmektedir. N:
Graniilli ER, M: Mitokondriyon, S: Siniizoid, SK: Safra kanalikiilii.)

Niikleus, GER:
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Resim 20. Kontrol grubuna ait gecirimli elektron mikrografi.

(Hepatositlerde yuvarlak ve merkezi yerlesimli niikleuslar, sitoplazmada ¢ok sayida
mitokondriyon ve graniilli endoplazmik retikulum esliginde normal ince yapi
izlenmektedir. N: Niikleus, GER: Graniilli ER, M: Mitokondriyon, SK: Safra

kanalikiilii.)
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Resim 21.APO grubuna ait gegirimli elektron mikrografi.

(Karaciger parenkimasinda normal ince yapi izlenmektedir. N:
Mitokondriyon, S: Siniizoid.)
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Resim 22. APO grubuna ait gegirimli elektron mikrografi.

(Hepatositlerde normal ince yapiy1 yansitan organeller ve iki hepatosit arasinda safra
kanalikiilii izlenmektedir. N: Niikleus, M: Mitokondriyon, SK: Safra kanalikiilii.)
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Resim 23. MSG grubuna ait gegirimli elektron mikrografi.

(Hepatosit sitoplazmasinda steatosisi yansitir vakuoller (>) ve piknotik niikleus
gozlenmektedir. N: Niikleus, S: Siniizoid.)
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Resim 24. MSG grubuna ait gegirimli elektron mikrografi.

(Hepatosit sitoplazmasinda genislemis endoplazmik retikulum membranlar1 ve
vakuolizasyon (—) gozlenmektedir. N: Niikleus, SK: Safra kanalikiilii.)
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Resim 25. MSG grubuna ait gecirimli elektron mikrografi.

(Hepatosit sitoplazmasinda iri lipid damlas: ve mitokondriyon yapisinda bozulmalar
(—) gozlenmektedir. N: Niikleus, SK: Safra kanalikiilii, LD: Lipid damlacig.)
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Resim 26. MSG grubuna ait gegirimli elektron mikrografi.

(Hepatosit sitoplazmasinda steatosis (P>), mitokondriyon yapisinda bozulma (—)
gozlenmekte olup, safra kanalikiiliniin ince yapisinda mikrovillus bazinda
bozulmalarin (*) meydana geldigi izlenmektedir. N: Niikleus, M: Mitokondriyon.)
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Resim 27. MSG+APO grubuna ait gegirimli elektron mikrografi.

(Baz1 hepatositlerde yer yer genislemis endoplazmik retikulum membranlar1 (*) hafif
derecede dejenerasyonu isaret etmektedir. N: Niikleus, M: Mitokondriyon.)
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Resim 28. MSG+APO grubuna ait gegirimli elektron mikrografi.

(Karaciger parenkimasinda normale yakin ince yap1 izlenmektedir. S: Siniizoid, SK:
Safra kanalikiilii, M: Mitokondriyon.)
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Resim 29. MSG+APO grubuna ait gegirimli elektron mikrografi.

(Normale yakin hepatosit ince yapisi izlenmektedir. N: Niikleus, GER:
M: Mitokondriyon.)

Graniilli ER,
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5 TARTISMA

Bu tez calismasit kapsaminda MSG’nin karaciger dokusunda olusturdugu hasar ve
APO’nun bu hasara karsi iyilestirici etkisi histolojik, immiinohistokimyasal,
biyokimyasal ve gegirimli elektron mikroskobu diizeyinde incelendi. MSG uygulanan
deney grubu Kontrol grubu ile karsilastirildiginda siganlarin agirliklarinda artis,
hepatositlerde steatosis, vakuolizasyon, PAS+ reaksiyonda azalma, parenkimada
ndtrofil infiltrasyonu ve bag dokusunda artig meydana geldigi gortildii. Ayrica TUNEL
ve NOX-2 pozitif hiicre sayilarinda artis goriildi. MSG grubunda serum ALT, AST,
ALP ve total bilirubin seviyelerinde artis goriiliirken alblimin konsantrasyonu
seviyesinde diisiis oldugu tespit edildi. MSG grubunda karaciger dokusunda oksidatif
stres belirtegleri olan MDA ve MPO seviyelerinin arttigi, GSH ve SOD seviyelerinin
ise azaldigi sonucuna ulagildi. MSG ‘ye ek olarak ilgili zaman diliminde APO
uygulamasi sonucunda, MSG kullanimma bagli olarak karaciger parenkimasinda
olusan histolojik, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal diizeydeki harabiyetlerde

belirgin iyilesmenin meydana geldigi gézlendi.

MSG, 6zellikle Cin, Japon ve Tayland yemeklerinde yaygin olarak kullanilan bir
lezzet arttiricidir. Cesitli Bati Afrika iilkelerinde A-One, Ajinomoto ve Vedan ticari
isimleri ile satilmaktadir. A-One (>%99 MSG) corbalarda, giive¢ soslarinda ve yulaf
lapasi hazirlanisinda oldukga popiiler olarak kullanilmakta olan bir baharattir (65).
MSG ayn1 zamanda marine edilmis kirmizi ette, balikta, tavukta, sebzelerde, soslarda

ve ticari paket gidalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (66, 67).

MSG’nin giivenilirligi 1968 yilinda Kwok tarafindan ilk kez tanimlanan Cin
Restoran1 Sendromu (ya da MSG’ye bagli kompleks semptomlar)’ndan beri yaygin bir
sekilde tartisiimaktadir. Kwok’un bu raporuna gére MSG iceren yemekler ya da Cin
yemekleri tiiketen kisilerde bas ve boyun agrilari, halsizlik ve carpinti gibi
semptomlarin goriildiigii belirtilmistir. Ayrica bazi aragtirmacilar MSG tiiketiminin
astim, atopik dermatit, iirtiker ve solunum zorlugu gibi bagka semptomlara da neden

oldugunu belirtmislerdir (68).

MSG ve sodyum benzoat, nitritler ve nitratlar gibi diger besin katki maddelerinin

kardiyovaskiiler hastaliklar, sinir sistemi, karaciger hasari, ishal, sindirim sorunlart,
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depresyon, bas agrisi, alerjik reaksiyon, kanser gibi saglik sorunlarinin olasi nedenleri
olabilecegi diisiiniilmektedir. Toksik dozdaki MSG’nin karacigerde inflamasyona,

oksidatif strese ve hepatoseliiler hasara neden oldugu bilinmektedir (63).

Yiiksek dozda MSG’nin kii¢iik kemirgenlerde viicut agirligi ve yag kiitlesinde
artsa neden oldugu bilinmektedir (69). Yapilan ¢alismada albino erkek farelere oral
yolla 4 mg/g MSG uygulamasi gerceklestirilmis ve calisma sonucunda MSG’nin viicut

agirliklarinda artisa neden oldugu sonucuna ulasmistir (70).

Bir ¢cok deneysel c¢alismada uzun siireli tedavilerde olumsuz etkisi olmaksizin
kullanilan giivenli bir ilag olan APO, Picrorhiza kurroa bitkisinden elde edilmektedir
(71). NOX kompleksini inhibe ederek bir bagisiklik diizenleyicisi gorevi gormekte ve
buna bagl olarak hiicre i¢i ROS olusumunu azaltmaktadir (72, 73). Gergeklestirilen
bir calismada Kunming erkek farelere intraserebroventrikiiler enjeksiyon yoluyla 2.5
nmol seratonin, 0.3 nmol Trolox ve 0.9 nmol APO uygulanmistir. Uygulamadan 3 saat
sonra hayvanlar sakrifiye edilip besin tiikketimleri incelenmistir. Elde edilen sonuglara
gbre seratonin uygulamasinin hayvanlarda besin tiikketimini diisiirdiigii, Trolox ve
APO uygulamasinin ise bu diisiisii tersine cevirerek besin tiiketimini arttirdig:

sonucuna ulasilmistir (74).

Gergeklestirdigimiz ¢alisma sonucunda Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
MSG, APO ve MSG+APO gruplarindaki hayvanlarin viicut agirliklarinda artigin
meydana geldigi sonucuna ulasildi. Ancak ¢alismamizda deney gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli viicut agirlig1 artis1 gézlenmedi.

Yapilan ¢alismada deri alt1 2 mg/g MSG uygulamasi gergeklestirilen Swiss albino
farelerin hepatositlerinin  hiicre membraninin yapisinin  bozularak &zelligini
kaybettigini, niikleuslarin ise kiigiik ve piknotik hale geldigini bildirmislerdir.
Arastirmacilar ayrica hepatositlerde yogun vakuolizasyon oldugunu belirterek

hepatositlerdeki PAS-pozitif reaksiyonun azaldigini vurgulanmistir (67).

Gergeklestirilen bir diger calismada 1 ve 2 aylik Wistar albino deney
hayvanlarindan olusan olmak iizere 2 ayr1 deney grubu olusturulmus ve bu deney

sirelerinde Wistar albino siganlara 60 mg/1000 g oral MSG uygulamasi
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gerceklestirilmistir. Ayrica {iglincli bir deney grubu olarak bir ay boyunca deney
hayvanlarina 100 mg/1000 g MSG uygulanmistir. Tedavi edici ajan olarak ise
guanidinoethan siilfonik asit (GES) segilmistir. MSG uygulamasi sonucunda karaciger
morfolojisinin bozuldugu, santral ven etrafinda kanamanin arttig1, nekrotik bolgelerin
oldugu, vakuolizasyonun, kollajen liflerin ve hiicre inflamasyonunun arttig1 sonucuna
ulagilmistir. GES tedavisi gergeklestirilen hayvanlarda ise MSG’ye bagli olarak olusan

hiicresel harabiyetin 6nemli 6l¢iide azaldig1 gériilmiistiir (75).

Gergeklestirilen bir diger deneysel ¢calismada Wistar albino erkek si¢anlara 4 mg/g
MSG intraperitoneal olarak uygulanmistir. Uygulama sonrast sirasiyla 0, 15, 30 ve 45
dakika sonra deney hayvanlar: sakrifiye edilmistir. Otuzuncu dakikada sakrifiye edilen
deney grubunda karaciger hiicrelerinde hipertrofi ve kiiglik vezikiiller goriiliirken, 45.
dakikada sakrifiye edilen hayvanlarin karaciger hiicrelerinde ¢ok daha fazla sayida

vezikiil ve sitoplazmik hasar izlenmistir (76).

Yapilan bir baska ¢alismada Sprague Dawley erkek si¢anlara oral yolla 2 hafta
boyunca 2,5 g/kg MSG uygulamasi gergeklestirilmis, tedavi edici ajan olarak
antioksidan 6zelliginden dolay1 oral yolla 4 hafta boyunca 24 mg/ml zencefil 6ziiti
kullanilmistir. MSG uygulamasi sonucunda ozellikle parenkimada bag dokusunda
onemli derecede artig izlenmistir. Tedavi grubu hayvanlari Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda ise parenkimada bag dokusu yapilanmasinin normale yakin oldugu

vurgulanmugtir (77).

Yapilan bir diger ¢alismada 60 adet Sprague Dawley cinsi erkek si¢anlar Kontrol,
%2 Kreatin (Cr) (4 hafta uygulama), %4 %2 Cr (1 hafta %4’lik Cr uygulamasi
ardindan 3 hafta %2’lik Cr uygulamasi) gruplart seklinde 3 ayri gruba ayirilmustir. 4
hafta sonra bu gruplar alt gruplara ayrilmis, intraperitoneal enjeksiyon ile bir
kemoterapi ilacit olan doksorubin (DOX) (15 mg/kg) ve %0,9 serum fizyolojik
uygulamasi gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda Kontrol/DOX grubu %4%?2
Cr/DOX ve %2 Cr/DOX grubu ile karsilastirildiginda karacigerde hiicre igi oksidatif

streste ve fibrosiste artig gortiilmiistiir(78).

Gergeklestirdigimiz ¢alisma sonucunda Kontrol grubu ile karsilastirildiginda

MSG grubunu olusturan deney hayvanlarinin karaciger parenkimasinda sintizoidlerde
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genisleme, hepatositlerde vakuolizasyon, parenkimada o6zellikle periportal alanda
16kosit infiltrasyonu ve artmis bag dokusu yapist gozlendi. MSG sonrast APO
uygulanan deney grubunda hepatosit vakuolizayonu, siniizoid genislemesi ve
parenkimada 1okosit infiltrasyonunun ve bag dokusunun azaldigi, karacigerin
morfolojisinin Kontrol grubuna benzer bir yapida oldugu sonucuna ulasildi. Kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda MSG grubunda hepatositlerde glikojen varligini isaret
eden PAS+ reaksiyonda azalmanin oldugu, MSG+APO ve APO gruplarinda ise bu

pozitif reaksiyonun normal seviyede oldugu gozlendi.

Apoptoz, homeostazin siirdiiriilebilmesi ve normal gelisim i¢in bir¢ok yonden
esastir. Karacigerde apoptoz, hasarli hiicrelerin temizlenmesi ve homeostazin kontrolii
icin gerekli bir fizyolojik siirectir. Fizyolojik olarak, karacigerde 10.000 hiicrede 1-5
arasinda apoptotik hiicre saptanmaktadir. Karacigerin patolojik durumlarinda, asiri
aktivasyon sonras1 apoptotik siire¢ hepatositlerde hasara, apoptozun inhibisyonu ise
hepatositlerde proliferasyona ve transformasyona neden olabilmektedir (79).

Gergeklestirilen bir diger c¢alisma kapsaminda farkli konsantrasyonlardaki
MSG’nin (1 mM ile 100 mM aras1) Wistar albino erkek sigan timositleri tizerindeki
apoptotik etkisini in vitro olarak incelenmistir. Calismanin sonucunda MSG grubu
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda apoptotik hiicre yiizdesinde doza bagli olarak

onemli bir artis oldugu sonucuna ulasiimistir(43).

Gergeklestirilen bir baska calismada disi sicanlara gebeligin 0. Giinlinden 20.
Giiniine kadar oral yolla giinliik 1g/5mL/kg MSG uygulamas1 gerceklestirilmistir. 20.
Giiniin sonunda hamile disi sicanlardan ve yavru siganlardan alinan karaciger
dokularinda kaspaz-3 aktivitesi incelenmistir. Elde edilen sonuca gére MSG grubu
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda hepatositlerdeki kaspaz-3 immiinreaksiyonunda
onemli derecede artisin meydana geldigi, buna bagl olarak bu hiicrelerin apoptoza

duyarl oldugu sonucuna ulasilmistir (80).

Bizim yaptigimiz ¢alisma sonucunda da benzer sekilde Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda MSG grubunda hepatositlerde apoptotik hiicre sayisinin arttig1 ve
paralel bulgu olarak hepatositlerde yogun dejenerasyon oldugu izlendi. MSG+APO

grubunda ise karaciger dokusunda apoptotik hiicre sayisinda azalma oldugu gozlendi.
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NOX, ROS’un iiretim kaynagi olan bir enzim ailesinin pargasidir. APO NOX
enzim ailesinin en se¢ici inhibitoriidiir (81). Yapilan bir deneysel ¢alismada dogal tip
C57BL/6J disi farelere 8 hafta boyunca intraperitoneal enjeksiyon yoluyla akut
karaciger hasarin1 olusturmak tizere 240 mg/kg doksisiklin  uygulamasi
gerceklestirilmistir. Tedavi edici ajan olarak ise intraperitoneal enjeksiyon yoluyla 5
mg/kg APO uygulanmistir. Calismada aragtirmacilar NOX’a bagli olarak akut
karaciger hasariin gergeklestigini, APO’nun ise hiicre i¢i ROS seviyesini azalttigini

ve inflamatuar sitokinlerin olusumunu baskiladig1 sonucuna ulasmiglardir (82).

Gergeklestirilen bagka bir calismada Sprague Dawley erkek siganlara %5 sodyum
taurokolat uygulayarak siddetli akut pankreatitis (SAP) (bagirsak mukoza
yaralanmasi) deney modeli olusturulmus ve 30 dakika sonra bu deney grubu
hayvanlarina tedavi edici ajan olarak 50 mg/kg APO uygulanmistir. Kontrol grubu ve
tedavi grubu deney hayvanlarinda NOX-2 immiinreaktivitesinde diistis, SAP grubu

deney hayvanlarinda ise NOX-2 immiinreaktivitesinde artis gézlenmistir (83).

Gergeklestirilen bir baska g¢alismada streptozotosin ile olusturulan deneysel
diyabet modelinde Wistar albino erkek diyabetik siganlara 4 hafta boyunca 30 mg/kg
ve 100 mg/kg orogastik katater yardimiyla intragastrik yontemle APO uygulanmustir.
Diyabetik hayvanlarin omuriliklerinde NOX ekspresyonunda artisin oldugu, tedavi
grubu hayvanlarinda ise NOX ekspresyonunda azalmanin meydana geldigi sonucuna

ulasilmistir(84).

Bizim calismamizda, Kontrol grubu ile karsilastirildiginda APO grubundaki
hayvanlarin karaciger dokusu kesitlerinde NOX-2 immiinfloresan boyamada floresan
yogunlugunda azalma, MSG grubunda ise floresan yogunlugunda artisin meydana
geldigi goriildi. APO’nun oksidatif hasar1 inhibe edici 6zelligine bagli olarak
MSG+APO grubundaki hayvanlarda ise NOX-2 immiinfloresan yogunlugunda azalma
gerceklestigi belirgindi. Karaciger dokusu hasar modellerinde NOX-2 proteinine
yonelik gerceklestirilen caligmalarin mevcut olmamasindan dolay1 elde ettigimiz

veriler ¢alismamiza 6zgiinliik katmaktadir.

Karaciger ve bobrek viicuda giren yabanci bilesenlerin detoksifikasyonundan

sorumlu organlardir (39). AST, Kkalp, karaciger, iskelet kasi, bobrek, pankreas gibi
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bir¢cok dokuda yiiksek konsantrasyonlarda bulunurken, ALT enzimi dncelikli olarak
hepatositlerde bulunmakta olup, bu nedenle hepatoseliiler hasar i¢in olduk¢a duyarli
bir belirtectir. Bdylelikle hepatoseliiler hasarin  derecesinin  nicel olarak
degerlendirilmesine olanak saglamaktadir (85). MSG, glutamine doniisen sodyum ve
L-glutamata kolayca ayrismaktadir. Hepatositlerde birikmekte olan glutamin hiicresel
hasara neden olmakta, buna bagli olarak kandaki ALT ve AST enzim seviyeleri
artmaktadir (39). ALP, hiicre zarinda yer alan bir enzim olup, karacigerde hiicre
hasarmin gergeklestigi durumlarda seviyesinde artis izlenmektedir. Bu nedenle

karaciger hasari i¢in 6nemli bir diger belirtectir (86).

Glutatyon (GSH), viicutta glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden
meydana gelen dogal bir bilesendir. Bu molekiil, karaciger, bobrek, bagirsak ve
karaciger hiicrelerinde temel olarak meydana gelen detoksifikasyon siirecinde kritik
rol oynamaktadir. GSH, lipid peroksidasyonunu baslatan serbest radikallerle ve
hidrojen peroksit ile birlesme yeteneginden dolayi lipid peroksidasyonu ile iliskilidir
(87). Lipid peroksidasyonunun bir diger belirteci olan MDA, artan lipid
peroksidasyonu ile birlikte enzimlerle gapraz olarak baglanarak inaktivasyona neden
olur. Artis gosteren lipid peroksidasyonuna yiiksek seviyedeki siiperoksit, H2O2 ve
hidroksil radikallerine neden olmaktadir (88).

Hemoglobinin pargalanarak olusan bir iiriinii olan bilirubin, tutulum, konjugasyon
ve atilm fonksiyonunu yansitmas: nedeniyle bozulmus karaciger fonksiyonunu
tanimlamak igin spesifik bir belirteg olarak kullanilmaktadir (89). Karacigerde olusan
yiiksek hasar ve dolayli olarak fonksiyon kaybi durumunda plazmadaki bilirubin
miktart artmaktadir. Ardindan konjuge olmayan ‘‘dolayli’” bilirubin {iretimi
gerceklesmekte ve karacigere tasinmak iizere albiimine baglanmaktadir. Karaciger

hastaligi durumunda albiimin sentezinde azalma olmaktadir (90).

Karaciger dokusunda oksidatif stres ve buna bagli olarak gerceklesen serbest
radikal olusumu inflamasyon siddetini arttirarak karaciger hasarina neden
olabilmektedir. Viicuttaki enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan, hiicreyi
hasardan korumak amaciyla serbest radikalleri temizleyebilmektedir. SOD, ROS’u
yok etme ve siiperoksit serbest radikalleri ile iligkili karaciger hasarini 6nleme ve

tedavi etmede birincil derecede savunma elemanidir (91). MPO, fagositlerin toplanip
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aktive olmasindan sonra salinan ve ROS olugumunda 6nemli bir rol oynayan enzimdir.
MPO, nétrofiller tarafindan yiiksek oranda ekprese edilmektedir ve bir ndtrofil

infiltrasyonu belirteci olarak kullanilmaktadir (92) .

Gergeklestirilen bir deneysel calisma kapsaminda 2 hafta boyunca Sprague-
Dawley albino erkek sicanlara oral yoldan 35 mg/kg MSG uygulamasi
gerceklestirilmis, tedavi edici ajan olarak da vitamin D (500 1U/kg) ve L-Arginin (1
ml /kg’da 200 mg olacak sekilde)’i 2 hafta siiresince uygulanmistir. Calisma
sonucunda kandaki ALT, AST ve MDA seviyelerinin arttigi, total antioksidan

kapasitesinin ise azaldig1 sonucuna ulagilmistir(39).

Yapilan baska bir ¢alisgmada Wistar albino siganlara 10 giin boyunca
intraperitoneal enjeksiyon yoluyla 4mg/g MSG uygulamasi gergeklestirilmistir.
Tedavi edici ajan olarak ise 200 mg/kg vitamin C ve vitamin E ile 10 mg/kg kersetin
uygulanmistir. Ilgili alismanin sonucunda MSG uygulanan grupta karaciger, bobrek
ve beyin dokularindaki MDA, glukoz-6-fosfataz (G6P) ve glutatyon-S-transferaz
(GST) seviyelerinin énemli derecede arttigi, GSH seviyesinin ise azaldig1 sonucuna
ulagilmistir. Katalaz (CAT) aktivitesi karaciger dokusunda artarken, bobrek ve beyin
dokularinda azalmigtir. ALT, AST ve y -glutamil transferaz (GGT) seviyelerinde ise
ilgili dokularda artis gézlenmistir. Uygulanan tedavi sonucunda MDA, ALT, AST,
GGT, G6P ve GST seviyelerinin bu organlarda 6nemli olgiide azaldigi, GSH

seviyelerinin bu organlarda 6nemli dlgiide arttig1 gdzlenmistir (65).

Yapilan bir deneysel ¢calismada 8 hafta boyunca albino erkek siganlara oral yoldan
1 g/lkg MSG uygulamasi gergeklestirilmis, tedavi edici ajan olarak ise 200 mg/kg
propolis uygulanmistir. Calisma sonucunda ALT, AST, ALP ve MDA seviyelerinin
onemli Olciide arttigi, GSH seviyesinde ise onemli dl¢iide azalma oldugu sonucuna

ulagilmistir (93).

Gergeklestirilen bir baska ¢alismada 8 hafta boyunca Wistar albino erkek siganlara
oral olarak 2,4 g/kg MSG uygulamasi gergeklestirilmistir. Tedavi edici ajan olarak 200
mg/kg graviola 6ziitii kullanilmistir. Calisma sonucunda arastirmacilar oksidatif stres
belirteci olan MDA seviyesinde dnemli 6l¢iide artis gozlemlerken, SOD, CAT, GST

ve GSH seviyelerinde anlamli bir diisiis meydana geldigi sonucuna ulagmislardir (94).
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Bizim ¢alismamizda da literatiirde belirtilen ¢alismalara benzer sekilde Kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda MSG grubu deney hayvanlarinin serumlarindaki ALT,
AST, ALP ve total bilirubin konsantrasyonlarinda artis goriiliirken albiimin
seviyelerinde diisiis oldugu gozlendi. Deney gruplariin karaciger doku 6rneklerinde
oksidatif stres belirtecleri olan MDA ve MPO seviyelerinde artig izlenirken, GSH ve

SOD seviyelerinde diisiis oldugu izlendi.

Sprague Dawley sicanlara 90 giin boyunca oral olarak 4 mg/kg MSG
uygulamasinin  gergeklestirildigi  bir deneysel ¢alismada Tedavi grubu deney
hayvanlar1 Hasar grubu ile ayn1 dozda MSG uygulamasinda maruz birakilmis ardindan
bu hayvanlar doku rejenerasyonunu gozlemlemeye yonelik olarak 4 hafta
bekletilmistir. Gegirimli elektron mikroskopik diizeydeki inceleme sonucunda MSG
grubu karaciger dokusu ince kesitlerinde hepatosit sitoplazmasinda piknotik niikleus,
¢ok sayida lipid damlaciklari, sismis mitokondriyonlar ve siniizoidlerde
vazokonjesyon goézlenmistir. Tedavi grubu incelendiginde ise hepatosit
sitoplazmalarinda az sayida lipid damlacigi ve normal ince yapiy1 yansitan organel

yapisi goriilmiistiir (95).

Bizim ¢alismamizda da gegirimli elektron mikroskobik diizeydeki incelemeleri
degerlendirildiginde, benzer sekilde MSG grubuna ait deney hayvanlarinin karaciger
dokularinda hepatositlerde steatosise bagli lipid damlaciklarinda artig, safra
kanalikiillerinde mikrovillus yapisinda bozulma, piktonik niikleus ve kristalari silinmis
¢ok sayida mitokondriyon izlendi. Tedavi grubu incelendiginde ise tiim bu hasar
parametrelerinde belirgin bir azalma ile normale yakin hepatosit ve safra kanalikiilii

ince yapisi gozlendi

Calismamizda, literatiir verileri ile uyumlu olarak, MSG ile indiiklenmis karaciger
hasarinda, APO’nun ROS’larin olusumunun diizenlenmesinde ve apoptozun
engellenmesinde etkili oldugu ve MSG etkisi ile olusan oksidatif hasar kaynakli

karaciger dokusu hasarinin iyilesmesine katkida bulundugu gézlemlenmistir.
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6 SONUC

Sonug olarak bu calismada MSG ile olusturulan deneysel karaciger hasarinda
hepatositlerde vakuolizasyon esliginde steatosisin olustugu, hepatosit sitoplazmasinda
glikojen igeriginde azalmanin gerceklestigi, parenkimada genislemis siniizoidlerde
vazokonjesyon, 16kosit infiltrasyonu ve bag dokusundaki belirgin artis en 6nemli
histopatolojik bulgular olarak izlenmistir. Bu grupta MSG etkisi ile olusan oksidatif
hasara bagli olarak apoptotik hiicre sayisinda ve NOX-2- pozitif hiicre sayisinda artis
gozlenmistir. MSG grubuna ait deney hayvanlarinin kan 6rneklerinde ALT, AST, ALP
ve total bilirubin seviyelerinde artig, alblimin seviyesinde ise diisiis saptanmustir.
Karaciger dokusundaki biyokimyasal belirtegler incelendiginde MDA, MPO
seviyelerinde artiy, GSH ve SOD seviyelerinde ise azalma gdzlenmistir. MSG+APO
grubunda ise mikroskopik ve biyokimyasal hasar parametrelerinde anlamli derecede

iyilesme gozlenerek APO’nun iyilestirici etkisi belirgin olarak izlenmistir.

Literatiirdeki benzer ¢aligmalar ve elde ettigimiz veriler dogrultusunda MSG’nin
karaciger dokusu iizerinde neden oldugu hasara karsin APO’nun ilgili doz araliginda
reaktif oksijen tiirlerinin olusmasimin 6nlenmesinde rol oynayarak oksidatif hasari
engelledigi, apoptozu diizenledigi ve karaciger parenkimasinda MSG etkisi ile olusan

harabiyeti belli bir oranda iyilestirdigini diisiinmekteyiz.
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