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KISALTMA VE SIMGELER LIiSTESI

ABTS Antioksidan aktivite tayini
ACU-DEHAM Acibadem Mehmet Ali Aydmlar Universitesi Deney Hayvanlari
Merkezi

AFB1 Aflatoksin B1

Akt Serin/treonin protein kinaz
ALP Alkali fosfataz

ALT Alanin aminotransferaz

AMP Adenozin Mono Fosfat
AMPK AMP ile aktive olan protein kinaz
AST Aspartat aminotransferaz
BH4 Tetrahidrobiopterin

ALP Alkali fosfataz

ALT Alanin aminotransferaz

CAT Katalaz

CMC Karboksimetil seliiloz

CRS Cin Restoran1 Sendromu
DAPI 4’6- Diamidino-2-fenilidol
DMSO Dimetil siilfoksit

DNA Deoksiriboz niikleik asit
DTNB 2-nitrobenzoik asit

EFSA Avrupa Gida Giivenligi Birligi
eNOS Endotelyal nitrik oksit sentaz
ER Endoplazmik retikulum

FA Ferulik asit

FDA ABD Gida ve Tarim Orgiitii
FI Fibrinojen

FII Protrombin

Go6P Glukoz-6-fosfat

GER Graniillii endoplazmik retikulum
GFAP Glial fibriler asidik protein
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GGT
GPx

Grx
GSH
GST
H&E
H20;
H>S0q4
HCC
HETAB
HFD
HO
HO-1
HOCI
HRP
HSC
HVP
LN.T.
iGluR
KC
LDH
LPA
LPO
LSEC
MAPK
MCD
MDA
MDH
MFS
mGluR
MS

v glutamil transferaz

Glutatyon peroksidaz

Gram

Glutaredoksinler

Glutatyon

Glutatyon-S-transferaz
Hematoksilen-eozin

Hidrojen peroksit

Stilfirik asit

Hepatoselliiler karsinom
Hekzadesiltrimetil amonyum bromid
Yiiksek yagl diyet

Hidroksit

Oksijenaz-1

Hipoklordz asit

Horseradish peroksidaz

Hepatik stellat hiicreler

Hidrolize bitkisel proteinler
2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazdiyum kloriir
Iyonotropik glutamat reseptdrleri
Kupffer hiicreleri

Laktat dehidrogenaz
Lizofosfatidik asit

Lipid peroksidasyonunu

Karaciger siniizoidinin endotel hiicreleri
Mitojenle etkinlesen protein kinaz
Metiyonin-kolin eksikligi
Malondialdehit

Malat dehidrogenaz

Mononiikleer fagositik sistem
Metabotropik glutamat reseptorleri

Metabolik sendrom



MSG Monosodyum glutamat

MTX Metotreksat

Na;HPO, Disodyum fosfat

NAD Nikotinamid adenin diniikleotid

NADPH Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
NAFLD Alkole bagli olmayan yagli karaciger hastaligi
NASH Alkole bagli olmayan steatohepatit

NK Dogal oldiiriicii hiicreler

NO Nitrik oksit

NO* Nitrik oksit radikali

NOS Nitrik oksit sentaz

NOX Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat oksidaz
NRF2 Niikleer faktor eritroid 2 ile iligkili faktor

0: Oksijen

(0 Stiperoksit

OH’ Hidroksil radikali

ONOO- Peroksinitrit

OSI Oksidatif stres indeksi

PAS Periyodik Asit-Schiff

PBS Fosfat tamponlu salin soliisyonu

PFA Paraformaldehit

PH Kismi hepatektomi

PKA Protein kinaz A

PPAR Peroksizom Proliferator ile Aktive Edilen Reseptor
Prx Peroksiredoksinler

P2X7R Piirinerjik reseptor

ROS Reaktif oksijen tiirleri

SER Diizgiin ylizeyli endoplazmik retikulum

SOD Stiperoksit dismutaz

SOR Serbest oksijen radikaller

TAS Total antioksidan kapasite

TBA Tiyobarbitiirik asit



TBLB
TCA
TG
TNF-a
TOS
Trx

WHO

Total bilirubin
Triklorasetik asit
Trigliserid

Tiimor nekrozis faktor-alfa
Total oksidan kapasite
Tioredoksinler

Diinya Saglik Orgiitii
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OZET

Monosodyum Glutamat ile Olusturulan Karaciger Hasarinda Ferulik Asitin

Tyilestirici Etkisi

Bu c¢alismada monosodyum glutamat (MSG) ile indiiklenen deneysel karaciger
hasarinda antioksidan 6zelliklere sahip oldugu bilinen ferulik asitin (FA) tedavi edici
etkisi aragtinnlmigtir. Calismada Wistar albino erkek siganlardan olusan 5 deney grubu
olusturuldu. Kontrol grubundaki siganlara 38 giin boyunca 1ml distile su, DMSO+FA
grubundaki sicanlara ise 28 giin boyunca Iml DMSO ve deneyin son 10 giiniinde ise
FA (25mg/kg) gavaj ile uygulandi. MSG grubundaki sicanlara gavaj ile 28 giin
boyunca 600 mg/kg MSG verildi. MSG+DMSO grubundaki siganlara ise, gavaj ile 28
giin boyunca 600mg/kg MSG ve deneyin son 10 giinii 1 ml DMSO verildi. MSG+FA
grubundaki sicanlara 600 mg/kg MSG 28 giin boyunca gavaj yontemi ile verilmis olup,
deneyin son 10 giinii 25 mg/kg FA verildi. Deney sonunda alinan karaciger doku
ornekleri histokimya, immiinhistokimya, gecirimli elektron mikroskopik ve
biyokimyasal analizler (Malondialdehit, glutatyon, siiperoksit dismutaz, toplam
antioksidan kapasite, toplam oksidan kapasite, oksidatif stres indeksi, aspartat
aminotransferaz, alanin aminotransferaz, alkali fosfataz ve total bilirubin) igin
hazirlandi. Doku Orneklerine eNOS immiinhistokimyasi uygulandi. MSG ve
MSG+DMSO grubunda hepatosit sitoplazmasinda steatoz ve glikojen igeriginde
azalma, siniizoidlerde dilatasyon, parankimada lkosit infiltrasyonu, bag dokusu artis1
ve eNOS ekspresyonunda azalma goriildi. MSG+FA grubunda normale yakin
morfoloji ve eNOS expresyonu gozlemlendi. MSG ve MSG+DMSO gruplarinda
biyokimyasal parametrelerde kontrol grubuna kiyasla bozulmalar izlenirken,
MSG+FA grubunda ise tiim bu degerlerde iyilesme izlendi. ALT, AST ve TBLB
seviyelerinde istatiksel olarak anlamli bir fark gozlemlenmedi. Bu c¢aligmada,
karaciger dokusunda MSG ile olusturulan deneysel karaciger hasarinda FA’in

oksidatif hasar1 engelleyerek iyilestirici etki olusturdugu sonucuna ulasildi.

Anahtar Sozciikler: Monosodyum Glutamat, Oksidatif Stres, Karaciger, Ferulik Asit,
Mikroskopi



ABSRAST

The Healing Effect Of Ferulic Acid In Monosodium Glutamate-Induced Liver

Damage

In this study, the therapeutic effect of ferulic acid (FA), known to have antioxidant
properties, on monosodium glutamate (MSG)-induced experimental liver injury was
investigated. Five experimental groups consisting of Wistar albino male rats were
formed. Control group was given orally 1ml distilled water for 38 days; DMSO+FA
group: 1ml DMSO for 28 days, then FA (25mg/kg) administration orally on the last
10 days of the experiment; MSG group: 600 mg/kg MSG orally for 28 days;
MSG+DMSO group: 600 mg/kg MSG by gavage for 28 days and 1 ml DMSO on the
last 10 days of the experiment; MSG+FA group: 600 mg/kg MSG by gavage for 28
days, then 25 mg/kg FA on the last 10 days of the experiment. Liver tissue samples
were processed for histochemistry, transmission electron microscopy. eNOS
immunohistochemistry and biochemical analysis (malondialdehyde, glutathione,
superoxide dismutase, total antioxidant capacity, total oxidant capacity, oxidative
stress index levels, aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase, alkaline
phosphatase and total bilirubin levels). In MSG and MSG+DMSO groups, steatosis
and decreased glycogen content in the hepatocyte cytoplasm, dilatation in sinusoids,
parenchymal increase in connective tissue, leukocyte infiltration and decreased level
of eNOS expression were observed. All of these parameters were nearly normal with
an adequte level of eNOS expression in MSG+FA group. Deteriorated biochemical
parameters in MSG and MSG+DMSO groups were improved in MSG+FA group. No
statistically significant difference was observed in ALT, AST and TBLB levels. It was
concluded that FA has a healing effect by preventing oxidative damage in experimental

liver damage induced by MSG.

Keywords: Monosodium Glutamate, Oxidative Stress, Liver, Ferulic Acid,

Microscopy.



1 GIRIS VE AMAC

Paketlenmis ve konserve gidalar gibi yeni ve yliksek teknolojili gidalarda son
zamanlarda ¢ok sayida kimyasal madde gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir.
Gida katki maddelerinin ¢ogu ya koruyucu ya da lezzet arttirict olarak islev
gormektedir. Lezzet arttiricilar ve aroma arttiricilar gidalarda kullanilan maddelerdir
ve ¢cogunlukla gidalara daha ¢ekici bir tat veya koku katmak, orijinal aromay1 korumak
ve diizeltmek amaciyla kullanilir. En ¢ok kullanildig: iilkeler Cin, Tayland ve

Japonya’dir. Bu maddeler, belirli lezzet 6zelliklerini gelistirir (123).

Son yillarda lezzet artirici ve aroma verici olarak monosodyum glutamat (MSG)
tilketiminin asir1 derece arttigi bilinmektedir. Bir gida bileseni olan monosodyum
glutamat (MSG) 1908 yilinda Japonya'da Kikunae Ikeda tarafindan gelistirilmistir.
MSG, dogal olarak olusan esansiyel olmayan amino asit ve glutamik asidin sodyum
tuzudur. MSG, %78 oraninda glutamik asit, %21 oraninda sodyum ve %1 oraninda su
ve diger maddeler icerir. Dogal olarak viicutta iiretilen en yaygin amino asit olan
glutamat, insan metabolizmasinda énemli bir rol oynar ve ¢esitli dokularin protein ve
peptitlerinin temel bilesenlerinden biridir. Genel olarak gidalarda bulunan dogal
glutamik asit sorun yaratmamakla birlikte endiistriyel isleme sirasinda iiretilen sentetik

glutamik asit toksik niteliktedir (15, 59).

Monosodyum glutamat (MSG), Cin Restorani Sendromu (CRS) olarak bilinen
semptomlardan sorumludur. Bu sendrom, hastalarin bu kimyasal bilesik agisindan
zengin gidalar1 yedikten sonra yasadiklari bir grup rahatsizligi ifade eder. Bu
semptomlar arasinda bas agris1 ve yliz derisinde kizariklik, ates basmasi, boyunda sirt
ve kollara yayilan uyusma hissi, ellerde uyusma, gogiiste sikisma ve hatta bayilma yer
almaktadir. Semptomlarin siddeti tiiketilen MSG miktarina baglhidir. Bu nedenle
gidalardaki var olan miktar semptomlara neden olmak i¢in yeterli olmayabilir. Bu
nedenle bazi uzmanlar bu hastaligin varhigini tartismaktadir. Ote yandan Avrupa Gida
Giivenligi Birligi (EFSA), saglikli bireylerin veya stabil olmayan hastaligi olan
astimlilarin bir kisminin oral MSG’nin 3000 mg’dan biiyiik dozlarina karsi asiri
duyarli olabilecegini ancak bu sendromun semptomlarini tetikleme mekanizmasinin

su ana kadar belirsiz oldugunu belirtmektedir. Benzer sekilde, bazi ¢aligmalarda



urtikeri olan bireylerde deri semptomlarmin alevlendigi veya indiiklendigi

gozlemlenirken, diger ¢caligmalarda bu tiir iligkiler dogrulanmamustir (133).

Bir¢cok paketlenmis ve islenmis gidalarda lezzet arttict veya aroma verici olarak
kullanilan MSG saglik iizerinde ciddi toksik etki olusturulabilecegi one siiriilmiistir.
Konu ile ilgili sinirli sayida ve birbirine zit sonu¢lar MSG’nin olas1 etkileri ve
toksisitesi ile ilgili endiseyi artirmistir. Yapilan birgok ¢calisma MSG’nin hepatotoksik,
norotoksik ve iireme fonksiyon bozuklugu gibi ¢ok sayida yapisal ve fonksiyonel
bozukluklara yol acabilecegini ortaya ¢ikarmistir. Bir kisim ¢aligmada ise MSG’nin
herhangi bir toksik etkiye neden olmadig1 6ne siiriilmiistiir (88). Yaslilarda, tat da dahil
olmak iizere duyularin hassasiyetinde genel bir azalma vardir. Bati tilkelerindeki yagh
insanlarda MSG'ye karsi tat esigini tanimlayan bu tiir birkag¢ rapor bulunmakla birlikte
Asya tilkelerindeki yasl insanlarda meydana gelen degisiklikleri degerlendiren ¢ok az

veri bulunmaktadir (123).

Giliniimiizde, bir¢ok hastaligin etyopatogenezinde oksidatif stresin onemli bir rol
oynadig1 gosterilmistir. Viicuttaki oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki denge
bozuldugunda oksidatif stres ortaya ¢ikar ve bu durumda oksidanlar lehine bir artig
meydana gelir. Bu dengenin bozulmasiyla birlikte, biyolojik yapilar iizerinde serbest

radikallerin neden oldugu oksidatif hasarlar meydana gelir. Serbest radikaller;

stiperoksit radikali (O,), hidroksil radikali (OH") ve nitrik oksit radikalidir (NO"). Bu

radikaller, hiicre membranindan kolaylikla gegerek hiicrelere zarar verir. Boylece
viicuttaki niikleik asitler, proteinler ve enzimler ile reaksiyona girerek membranda
hasara neden olur. Yapilan literatliir arastirmasinda monosodyum glutamatin
karacigerde olusturdugu toksisitenin hem morfolojik hem de biyokimyasal diizeyde
patolojik degisimlere neden oldugu goriilmiistiir. Karaciger dokusunda indiiklenen
oksidatif stresle bir¢ok serbest radikal (HO, H,O,, O,, HOCI, NO, ONOO-) ortaya
cikabilmektedir.

Daha giincel ¢alismalarda MSG’nin diger metabolik ve toksik etkileri incelenmis olup,
kronik dozlarda MSG uygulamasindan sonra deney hayvanlarinda oksidatif stresin
indiiklendigi belirtilmektedir. Laktat, gliserol, glutamat, glutamin ve diger amino

asitler gibi onemli glukoneojenik Onciillerin bobrek tarafindan alimi, glukozun



yikimint sagladigindan, glukoneojenez sirasinda bobrek tarafindan kullanilan amino
asitlerden biri olarak glutamik asit ortaya ¢ikmaktadir. Bobrege gelen artan madde
akisi cesitli degisiklikler ve oksidatif stres ile iliskilendirilmistir (122). 1960'larda Cin
restoranlarinda yemek yedikten sonra bazi insanlarin yasadigi semptomlari
tanimlamak i¢in kullanilmistir. Monosodyum glutamat zehirlenmesi, bas agrisi,
terleme, kizarma, kalp carpintisi, halsizlik, gégiis agris1 ve bulant1 ile karakterizedir.
Diger semptomlar ise yiizde gerginlik, yliz ve boyunda yanma, uyusma ve

karincalanmadir (41, 123).

Giglii bir antioksidan olarak bilinen ferulik asitin olusan biyomolekiillerin zararli
etkisini Onleyebilecegi yapilan bilimsel ¢alismalarda bildirilmektedir (70). Ancak
ferulik asitin monosodyum glutamat kaynakli olarak olugan karaciger hasarina kars1

koruyucu etkisini gosteren bir ¢alismaya literatiir verilerinde rastlamamaktayiz.

Ferulik asit (4-hidroksi-3-metoksisinnamik asit, FA) cesitli meyve ve sebzelerde
bol miktarda bulunan fenolik bir asit bilesigidir. Antioksidan, hepatoprotektif,
antidiyabetik, antitrombotik, antimikrobiyal, antialerjik, antiviral ve antitimor
aktiviteleri dahil olmak iizere genis spektrumlu farmakolojik 6zelliklere sahiptir (70).
1925 yilinda FA kimyasal olarak sentezlenmis ve spektroskopik teknikle yapisal
olarak dogrulanmistir. Tahil kepegi, tam tahilli gidalar, turunggiller, muz, kahve,
portakal suyu, patlican, bambu filizleri, pancar, lahana, 1spanak ve brokoli gibi bir¢ok
yasamsal gida maddesi FA acisindan zengindir. FA, DNA'y1 oksidatif hasardan
koruyan ve oksidatif stresi baskilayarak lipid peroksidasyonunu onleyen giiclii bir
antioksidan 6zellige sahiptir (38). Japonya'da FA’nin antioksidan ve gida koruyucu
ozelligi ile katki maddesi olarak kullanilmasina izin verilmistir (43). FA'nin bir tuzu
olan sodyum ferulat da Cin'de serebrovaskiiler ve kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir. FA’nin kanser hiicre dongiisiinii degistirmek, apoptozu
indiiklemek ve protein tiretimini diizenlemek de dahil olmak iizere bir¢ok yolla kanser

proliferasyonunu inhibe edebilecegi diisiiniilmektedir (9).

Bu ¢alismanin amaci, belli dozda deney hayvanlarina uygulanan monosodyum
glutamatin karaciger dokusuna olan etkisini ve bu etkiye kars1 tedavi edici bir etken

olarak antioksidan oOzellikteki ferulik asitin deney hayvanlarina uygulanmasindan



sonra karaciger dokusu iizerindeki olas1 etkilerini histokimyasal, immiinhistokimyasal,

ultrastriiktiirel ve biyokimyasal yontemler ile incelemektir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Karaciger

Karaciger, viicutta en genis bez dokusu kiitlesine sahip en biiyiik i¢ organdir.
Agirhigr yetiskin viicut agirhiginin yaklasik %2,5’ini olusturur ve yaklasik 1,500
gramdir. Abdominal kavitenin sag iist ve kismen de sol iist kadraninda yer alir ve
gbgiis kafesi tarafindan korunmaktadir. Karaciger, fibréz bag dokusundan olusan bir
kapsiil (Glisson kapsiilii) ile sarilmistir. Karacigerin Glisson kapsiilii, direkt olarak
diyaframa ya da diger organlara yapistig1 yerler disinda kalan kismi ser6z bir kilif olan
visseral periton ile ¢evrelenmistir (105). Karaciger ¢ift kan akimi alan tek organdir.
Portal ven karaciger kan akiminin yaklasik %75’ini, hepatik arter ise yaklagik %25’ini
saglamaktadir.  Karacigerin  vendz  drenajt  hepatik  venler tarafindan
gerceklestirilmektedir. Karacigerin morfolojik ve fonksiyonel anatomisi birbirinden

farklilik gostermektedir (92).

Karaciger, hayati 6neme sahip fonksiyonlar1 yerine getirerek viicudun saglikli
isleyisini saglayan ve viicuttaki kanmn bilesimini diizenleyen 6nemli organdir (6).
Karaciger, sindirim sistemi ile vendz drenaj arasinda bir koprii gérevi iistlenir ve safra
iireterek ekzokrin bir bez olarak islev goriir. Ayrica, baz1 maddeleri dogrudan kana
vererek endokrin bir bez niteligi de tasir (137, 140). Karacigerin etrafinda Glisson
kapsiilii yer almakta olup, bu kapsiil inferior tarafta, karaciger portal veni ve hepatik
arterden ¢ift kan beslemesi alirken, hilum bolgesinde hepatik ven, lenfatikler ve safra

kanalinin ¢iktig1 hilum boélgesinde kapsiil kalinlasir (62).

Karaciger, bir dizi 6nemli fonksiyonu yerine getirirken, temel gorevlerini su
sekilde siralanabilir; sekresyon, ekskresyon, depo, fagositoz, detoksikasyon,
konjugasyon, esterlestirme, metabolizma ve hemopoezdi. Bu gorevleri, parankimasini
olusturan hepatositler araciligiyla yerine getirir. Ayrica, karaciger parankimasi son

derece etkili bir rejenerasyon mekanizmasina sahiptir (32).



Karacigerin sindirime temel katkisi, duodenumda yaglarin emiilsiyon haline
getirilmesi, hidrolizi ve emilimi i¢in gerekli kompleks bir yapi olan safranin
iiretilmesidir. Ayrica karaciger, ince bagirsakta emilmis olan besinlerin viicutta
dagilmadan once islendigi organdir. Karacigere giren kanin yaklasik olarak %75';
mideden, bagirsaklardan ve dalaktan kaynaklanan portal ven kaynakli, besince zengin
(ama O2’ce fakir) kandir. Geri kalan kanin %25°1 hepatik arter kaynakli olup organlara
O, saglar (62).

Vena cova inferioy
_Orta hepatik ven
B Sol hepatik wen

N\,

Keledok
)

B HCPOhK arfer
Portal ven

Sekil 1. Karacigerin subsegmental anatomisi (24).

2.1.1 Karaciger anatomisi

Karaciger, derin oluklarla anatomik olarak iki biiyiik loba (sag ve sol loblar) ve
iki kiiciik loba (kuadrat ve kaudat loblar) ayrilir. Bu anatomik bdliinme, karaciger

loblarinin diger abdominal organlarla iliskisini sagladig1 i¢in sadece topografik nem



tagimaktadir. Kan destegi ve safra drenajina karsilik gelen fonksiyonel ya da cerrahi
segmentler daha ¢ok klinik 6nem tagimaktadir (105). Karaciger, abdomen boslugunun
iist boliimiinde sag hipokondriak ve epigastrik bolgenin biiyiik bir boliimiinii kapsar.
Karacigerin iki yiizli ve iki kenar1 bulunmaktadir. Superiora bakan diyafragma ile
komsu oldugu konveks yliz fasia diyafragmatika, inferior ve posteriora bakan i¢
organlarla komsu oldugu konkav yiiz ise fasia visseralis olarak isimlendirilir (47, 72).
Karacigerin iist kisminda yer alan ve diyafram ile yakin temas halinde olan
diafragmatik yiizde sag ve sol lob goriilebilirken, karacigerin alt kisminda yer alan ve
diger ylizeylerini igeren visseral yiizde kaudal ve kuadrat yiizler de goriilebilmektedir.
Sol lob, sol hipokondriuma kadar uzanir. Sag lobun en yiiksek noktas1 doérdiincii veya
besinci kostaya kadar yiikselir. Bu nokta sag medio-klavikular hat lizerinde, sag meme
basindan 1 cm asagidadir. On yiiziin kiiciik bir boliimii karin 6n duvari ile temastadir

(62, 72).

Karaciger, diafragmatik yiiziindeki areanuda (¢iplak alan) adi verilen alan
disinda, distan serdz bir zar olan tunica serosa (periton) ile ortiiliidiir. Bu zara visseral
periton adi verilir. Visseral periton, tek katli yass1 epitel olan mezotelyum ile altinda
bulunan ince bag dokusundan olusur. Visseral peritonun altinda tunica fibrosa
(Glisson kapsiilii) denilen 6zel bir siki bag dokusundan olusan zar yer alir. Glisson
kapsiilii damarlar ile karaciger i¢ine girerek uzantilar gonderir. Gonderdigi uzantilar

ile karacigeri loblara, segmentlere ve lobiillere ayirir (47, 72).

Karaciger lobus hepaticus dexter (sag lob) ve lobus hepaticus sinister (sol lob)
olmak {izere iki ana lobtan olusur. Karaciger loblarini ligamentum falciforme hepatis
ad1 verilen bir bag ayirir. Sag lob biiyiik (tiim karacigerin 5/6’sin1 olusturur), sol lob
ise kiictiktiir (1/6’sm1 olusturur). Ayrica sag lobun lobus caudatus ve lobus quadratus
olmak tizere iki lobu vardir. Lobus caudatus ve lobus quadratus anatomik olarak sag
lobun bir pargas1 olmakla birlikte fonksiyonel olarak sol lobun bir pargasi olarak kabul
edilir. Clinkii bu loblar1 arteria hepatica sinistra besler ve safra kanallart ductus

hepaticus sinister’e agilir (47).



Sag lob Sol lob

Sag lob Sol lob
1

yd Kaudat lob

inferior vena cava

Sekil 2. Couinaud'nun fonksiyonel anatomiye dayali segmental siniflandirmasi ile
karacigerin sol ve sag hepatik loblara fonksiyonel olarak boliinmesini gosteren

karacigerin 6n ve arka yiizeyleri (117).

2.1.2 Karacigerin embriyolojisi

Embriyoda karaciger primordiumu, 6n bagirsagin distal ucunda bir endodermal
evajinasyon (¢ikinti) olarak 3. haftanin ortasinda belirir. Hepatik divertikiil veya
karaciger tomurcugu olarak bilinen bu ¢ikinti, perikard boslugu ve yolk sap1 arasindaki
mezodermal plagin hizli polifere olabilen hiicrelerden meydana gelir. Hepatik
divertikiil, hepatositleri olusturmak icin daha da proliferatif hale gelir ve bu hiicreler
karaciger kordonlari seklinde diizenlenerek karaciger parankimasi sekillendirir.
Karaciger hiicreleri septumun i¢ine girmeye devam ederken, hepatik divertikiiliin
orijinal sap1 ortak safra kanalin1 (duktus hepatikus kommunis) meydana getirir. Ortak
safra kanalindan olusan bir ¢ikinti, sistik divertikiilii olusturur ve sistik divertikiilden

de safra kesesi ve sistik kanal (duktus sistikus) olusur (105,109).
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2.1.3 Karaciger histolojisi

Yetiskin bireylerde karacigerin biiyiik bir kismi, hepatosit kordonlardan meydana
gelmis parankimadan ve parankimayi destekleyen “stroma” kismindan olusur.
Karacigerin kalan diger kismi ise distan c¢evreleyen “tunika fibroza” veya “Glisson
kapsiili” olarak isimlendirilen fibroz bag dokusu 0Ozelligi gosteren bir kapsiille
cevrelenmistir. Bu kapsiil, karacigeri dis etkilere karsi koruma ve destekleme gorevine

sahiptir (105).

Karaciger dokusu, ince bag dokusu uzantilari ile boliinmiistiir ve bu uzantilar ile
karacigeri kiiciik lobiillere ayirir. Karaciger lobiilleri karacigerin yapisal ve
fonksiyonel birimleri olarak kabul edilirler. Karacigerdeki fibroz kapsiil, poligonal
sekilli lobiiller olusturur ve bu lobiiller arasinda iiggen seklindeki araliklar bulunur. Bu
araliklar Glisson liggeni, Kiernan aralig1, septum interlobulare veya portal alan adinm
alirlar. Bu bolgede bag dokusu, hepatik arterin ve portal venin birer dalini, safra
kanalin1 ve lenf damarlari ile sinir yapilarini icermekte olup, bolge “Portal triad” olarak

adlandirilir (66).

Hepatosit kordonlarinin arasinda seyreden diizensiz liimenli kan kapilerleri
karaciger sintizoidleri olarak adlandirilmaktadir. Karaciger siniizoidleri lobiil iizerinde
anastomoz yaparak santral vene dokiiliirler. Endotel hiicreleri ve Kuppfer hiicreleri
siniizoidlerin duvarinda yer alir. Siniizoid endoteli ile hepatositler arasinda yer alan
alana “Disse aralig1” adi verilir. Karaciger lobiillerinde bulunan perisiniizoidal alanda

kan ile hepatositler arasinda madde aligverisi yapilir.

Hepatositlerin birbirine komsu yiizeylerinde yer alan interselliiler alanda safra
kanalikiilleri yer alir. Hepatositlerde sentezlenen safra, birbirine komsu hepatositlerin
kars1 yiizeylerinde yerlesik olan safra kanalikiillerine salinmaktadir. Safra, kan
akisinin tersine bir yonde akmaktadir. Safra, safra kanalikiillerinden intralobiiler (lobiil
ici) safra kanalciklarma ya da kolanjiyollere akar. Daha sonra safra kanalikiilleri
lobiiliin periferinde yer alan tek katl kiibik epitel ile doseli ve hepatik lobiiliin diginda
yer alan Herring kanallar1 ile devam eder. Herring kanal safrayi, portal alanin 3

elemanindan biri olan safra kanalciklarina tasir. Safra kanalciklar1 intrahepatik
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(karaciger ici) safra kanallarinda birlesirler (4). Safra kanalikiilleri ise karaciger
lobiilleri kordonlar1 boyunca birbirleriyle anastomoz yaparak karmasik bir ag olusturur
ve portal alanlarda sonlanirlar. Boylece safra, bu kanalikiiller boyunca tasinir ve
lobiiller boyunca devam eden safra kanallar1 veya Herring kanali olarak adlandirilan

yapilar araciligiyla perifere dogru tasinir (53, 105, 143).

Hepatik sinuzoid

Hepatik Santral ven

Hepatositler lobul

Safra kanakuli

Kupffer hiicresi
Santral ven
Hepatik sintizoid

fra kanakuli — g semeses =
e Hepatosit

Portal triad
Safra kanall

Hepatik portal ven

Hepatik arter

(b) Hep itler ve sintizodl

(c) Portal triad ve hepatik lobiil

Sekil 3. (a) Hepatik lobiiller, (b) hepatositler ve siniizoidler, (c) portal triad ve

hepatik lobiil (62).

2.1.4 Karacigerde lobiil yapisi

Karacigerin fonksiyonel iinitesi, karaciger lobiilii olarak isimlendirilen yapisal
birimlerdir. Karaciger parankimi hekzagonal veya poligonal sekilli lobiillerden

olusur. Bu yapisal birimlerin temel yapisal elemani hepatosittir. Bu lobiiller 50.000-
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100.000 adet bulunan, silindirik yapida ve birka¢ mikrometre (um) uzunlugunda 0,7-
2 um ¢apinda olan poligonal doku kitleleridir. Her lobiiliin ortasinda santral ven (vena
centralis) bulunur. Lobiillerin etrafin1 da Glisson kapsiiliiniin devami olan ince bir bag
dokusu sarar. Ornegin domuz gibi bazi hayvanlarda karaciger yapisinda bir bag

dokusu tabakasi lobiilleri birbirinden ayirirken insanlarda bu sekilde degildir.

Karacigeri distan peritonun visseral yapragi sarar (diyaframa temas ettigi alan
harig). Peritonun bu yapragi bag dokusu yapisindadir ve Glisson kapsiilii adin1 alir.
Damarlar ve sinirler etrafinda hilustan karacigere giren ve Glisson kapsiiliiniin devami1
olan ince bir bag dokusu karacigeri lobiil denen birimlere ayirir. Glisson kapsiilii
terimi lobiiller arasindaki bu bag dokusunu da kapsar. Karacigere giren-¢ikan damar,
sinir ve safra kanallar1 bu bag dokusu i¢inde seyreder. Bu bag dokusu parankimal
hiicrelere (hepatositler) destek olur ve siniizoidlerin tutunmasini saglar. Komsu
lobiillerin lobiiliin birlestigi koselerde diger parankimal bolgelere kiyasla daha genis
bir bag dokusu bulunur. Bu alana portal alan (Glisson {iggeni veya Kiernan aralifi)
adi1 verilir. Portal alanlarda bir arteriyol (a. hepatica), bir veniil (v. porta 'nin dalr) ve

bir safra kanali bulunur. Bunlarin ti¢line birden portal triad ad1 verilir.

Karaciger lobiilleri vena centralis ile bunun etrafindaki karaciger siniizoidleri
(siniizoidal tip kilcal damarlar) ve hepatik hiicre plaklarindan (hepatosit dizileri)
olusur. Kan, sinilizoidlerden lobiiliin merkezine dogru, hepatosit dizileri arasindan
gecerek akar. Karaciger sintizoidleri; kilcal damar endotel hiicreleri ve bunlar arasinda
yer alan Kupffer hiicreleri ile doselidir. Endotel hiicrelerinin arasinda fenestra adi
verilen agikliklar yer alir. Bu sebeple siniizoidlerde bulunan kan ile hepatositler siirekli
temas halindedir. Sinlizoid duvarinda makrofaj yapisinda bulunan Kupffer hiicreleri
bulunur. Kupffer hiicreleri siniizoidlerden ge¢en kandaki bakteri ve yabanci maddeleri
fagosite eder. Hepatik arter ve vena porta ile gelen kan siniizoidlere ve oradan santral
vene dokiiliir. Santral venler hepatik venlere (v. hepaticus), onlar da vena cava
inferiora bosalir. Siniizoidler arasindaki dokuyu karaciger hiicreleri olan hepatositler
doldurur. Hepatositler genellikler iki sira halinde, lobiiliin merkezinden disa dogru
1sinsal olarak dizilir. Bu diziler hepatik hiicre plaklar1 (Remark kordonlari) olarak
adlandirilir. Bu hiicreler arasinda safra kanalikiilleri bulunur. Safra kanalikiilleri de

safra kanallarina dokiiliir. Siniizoidlerde kan akisi portal alandan santral vene dogru

13



olup, periferden merkeze dogru bir akim bulunmaktadir. Safranin akis yonii ise,

lobiiliin merkezinden perifere, yani portal alana dogrudur (62, 132).

Karaciger parankimasmin organizasyonu ile ilgili olarak kabul edilen ii¢
histofizyolojik karaciger lobiil modeli vardir. Karacigerin yapisi fonksiyonel birim
bakimindan klasik karaciger lobiilli, portal lobiill ve karaciger asiniisii olarak

tanimlanmaktadir.

1. Klasik Karaciger Lobiilii: Ortalama 0,2x2 mm boyutlarinda olup en kiiciik yapisal
ve islevsel bicimleri olusturan lobiil yapisidir. Santral venin merkezde yer aldigi bu
lobiil yapist altigen sekilli olup, kdselerinde portal alanlar yer almaktadir. Lobiillerin
sayist yaklasik 1 milyondur. Hepatositler merkezden perifere dogru hiicre kordonlar
seklinde 1s1nsal olarak uzanirlar. Kordonlar aras1 bolgede sintizoidler yer alir. Kan akis
yonii portal alanlardan yani periferden merkeze, santral vene (vena centralis)

dogrudur.

2. Portal lobiil: Hepatositlerde iiretilen safranin akisi dikkate alinarak gelistirilen
model olarak bilinir. Interlobiiler aralik veya venma porta’min dallarm tasiyan
‘periportal alan’ merkez olmak iizere, komsu lobiillerin santral venlerini birlestiren
koseli ve ¢ogunlukla liggen sekilli prizmalardan olusur (31). Portal lobiil, 3 klasik
karaciger lobiiliiniin santral venlerinin birlestirilmesiyle olusan liggenden meydana
gelir. Bu lobiil ekzokrin bez yapisina daha uygundur. Bu lobulasyonda safra salgisi,
merkezde yer alan portal kanaldaki safra kanali i¢ine dogrudur. Kan da merkezden

perifere dogru akar (50).

3. Portal Asiniis: Iki ya da daha fazla klasik lobiiliin portal alanlar1 ve santral venlerinin
birlestirilmesiyle elde edilen baklava dilimi sekilli alandir. Portal asiniisiin yapisi,
dejenerasyon, rejenerasyon, perfiizyon ve bazi maddelerin toksik etkilerini
aciklayabilmek acisindan 6nemlidir. Her bir portal alandan kan ile siniizoidler boyunca

farkl araliklardaki kanin farkli besin ve oksijen igeriklerini vurgular (4, 19,105).

Periferik zon (zon I), kisa eksene ve portal venin ve hepatik arterin penetre edici
dallarindan gelen kan destegine en yakin olan bolgedir. Bu bolge klasik lobiillerin

periferine karsilik gelir. Bu zonda kan damarlari lobiiliin periferinden merkezine dogru
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ilerler, bu da periferik zonu oksijen ve besin maddeleri bakimindan zengin bir kan
kaynagina baglar. Buradaki hepatositlerin metabolik agidan ¢ok aktif olmasina neden
olur. Karacigerin ana hiicre tipi olan hepatositler yiiksek metabolik aktiviteye sahip
hiicrelerdir ve glikojen ve lipid depolamak gibi bir¢ok onemli fonksiyonu vardir.
Glikojenin aha az olarak da i¢ zonlarda biriktigi bilinmektedir. A¢lik durumunda
glikojenin yeniden kana verilmesi s6z konusu oldugunda ilk 6nce merkeze yakin
konumdaki hiicreler glikojeni bosaltmaktadir. Bu zonda glikojen tiikenene kadar diger

zonlardaki hiicrelerden glikojen destegi gerceklesmez (64,105).

Ara zon (zon II), 1. ve 3. zonlar arasinda yer almaktadir. Bu zon ozellikle
karacigerin dejenerasyonunda, rejenerasyonunda ve toksik etkilere karst onemli bir

gorev alir. (84, 105).

Santral zon (zon I1I), kisa eksenden en uzak ve terminal hepatik vene (santral ven)
en yakin olan zondur. Bu zon, klasik lobiiliin terminal hepatik veni ¢cevreleyen merkezi
kismina karsilik gelmektedir. Bu zonda santral ven cevresindeki dar bir bdlgeyi
olusturan dinlenme evresindeki hiicreler yer alir. Karacigerde patolojik ve fizyolojik
yag birikimi santral zondaki hiicrelerde baslar. Bazi durumlarda ise yag depolanmasi
periferik zonda daha fazla olur. Bu zon, oksijen ve besin icerigi en diisiik olan kani

almaktadir (64, 105).

Bu zonlanma, karaciger hiicrelerinin vaskiiler perfiizyonunun derecesi ya da
kalitesiyle iligkili olarak karaciger parankimasinda dejenerasyon, rejenerasyon ve
spesifik toksik etkilerin tanimlanmasinda ve yorumlanmasinda dnemlidir. Siniizoidal
kan akis1 oksijen konsantrasyonunu ve dolayisiyla hepatositlerin metabolik aktivitesini
etkiler. Bu nedenle, oksijen ve besin maddeleri bakimindan zengin kanin daha ¢ok
oldugu periferik zon (zon I), metabolik olarak en aktif zon olarak kabul edilir. Bununla
birlikte, merkezi zon (zon III), daha az oksijen ve besin maddeleri alir, bu nedenle

metabolik aktivitesi daha diisiiktiir.
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Sekil 4. Karaciger asiniisiiniin organizasyonu (30).

2.1.5 Karacigerin damar yapisi

Karacigere bir dakikada gelen kan miktar1 1500 mililitredir ve bu kan iki yolla
gelir:

1. Portal ven: Karaciger kan akiminin %75-80’1 portal ven (vena porta hepatis) yoluyla
saglanir. Portal ven splanknik alan denilen karin i¢i organlarin vendz kanini karacigere
getirir. Truncus coeliacus, arteria mesenterica superior Ve arteria mesenterica
inferior’un besledigi organlarin vendz kanii toplar. Portal ven karacigere dalak,

pankreas ve sindirim kanalindan gelen kani tagir.

2. Hepatik arter: Karaciger kan akimmin %20-25’1 hepatik arter (arteria hepatica
propria) araciligi iledir. Bu arter truncus coeliacusun bir dali olan arteria hepatica
communis’ten ayrilir. Hepatik arter oksijen bakimindan zengin olan aort kanini

(arteryel kani) karacigere getirir.
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Portal ve hepatik vendz damarlarda ven kapakgiklar1 yoktur. Hepatik arter ve
portal venden gelen kan, siniizoidlerde birbirine karigir. Siniizoid igerisindeki kan,
lobiil merkezindeki veniillerde toplanir. Her lobiiliin merkezinde bulunan bu veniiller
birleserek sublobiiler venleri olustururken sintizoidlerden merkezi veniile akan kan da
toplayict venlerin ve hepatik veniillerin yolunu izleyerek inferior vena cava’ya geri
doner. Hepatositler ile siniizoidleri doseyen endotel hiicrelerinin arasinda olusan Disse
araligi, lenf stvisinin olugsmaya basladigi alandir. Siniizoid ve hepatositlerin bazolateral
bolgeleri arasinda bulunan bu aralik hepatositler ve kan arasinda alisverige imkan

saglar.

2.1.6 Karacigerin sinirlenmesi

Karaciger hem sempatik hem de parasempatik sinirlerlerle uyarilir. Bu sinir
aglar1, porta hepatis bolgesinden portal alanlar yoluyla karaciger i¢inde ilerler.
Sempatik lifler, kan damarlarint inerve eder ve vazokonstriksiyon veya
vazodilatasyon gibi kan damari ¢apinin degismesine neden olabilirler. Bu, kan akisini
ve dolayisiyla karacigerin fonksiyonlarimi etkileyebilir. Parasempatik lifler ise, biiytlik
safra kanallarinin duvarimi inerve ederler. Bu kanallar, safra iiretimini ve saliimini
diizenler. Parasempatik sinirler, safra kesesinden salinan safra miktarin1 da kontrol

edebilirler (72, 73).

Biliyer agac, karacigerden duodenuma safra olusumu ve taginmasindan sorumlu
olan ¢ok sayida kanaldan olusur ve tipik olarak portal vendz sistemi takip eder. Sag
ve sol hepatik safra kanallar1 karacigerden c¢ikarlar ve birleserek hepatik kanali
olustururlar. Sag kanal, tipik olarak bazi dallanma degiskenlikleriyle birlikte kisa bir
ekstrahepatik seyre sahiptir. Cerrahi agidan karaciger hilumunun degisken anatomisi
cok Onemlidir. Sol hepatik kanal sol karacigeri drene eder ve daha uzun bir
ekstrahepatik seyirle sol portal vene paralel oldugu i¢in daha az degisken bir seyre
sahiptir. Sol ve sag hepatik kanallar hiler plakanin yakininda birleserek ortak hepatik
kanal1 olusturur. Ortak hepatik kanal kaudal olarak seyrederken, ortak safra kanalini
olusturmak tizere sistik kanal ile birlesir. Ortak safra kanali hepatoduodenal
ligamentin lateralinde pankreas basma dogru ilerleyerek Vater ampullasi yoluyla

duodenuma drene olur (45, 72, 117).

17



2.1.7 Karaciger hiicreleri ve fonksiyonlari

Karacigeri hepatosit adi verilen karaciger hiicreleri (parankimal hiicreler)
olusturur. Bunun diginda parankimal olmayan hiicreler olan Kupffer hiicreleri, ito
hiicreleri (y1ldiz hiicreleri), siniizoid duvarinda yer alan endotel hiicreleri, Pit hiicreleri,
fibroblastlar, hepatik dendritik hiicreleri ve kolanjiositler (parankimal hiicreler) gibi

bircok hiicre tipi mevcuttur (129).

Karaciger parankimasi c¢ogunlukla hepatositlerden olusur ve bunlar toplam
karaciger hiicrelerinin %80’ini olusturur. Hepatositler; biiyiik, yuvarlak, merkezi
cekirdekleri ve mitokondriyonlardan zengin eozinofilik sitoplazmalar ile biiyiik
boyutta kiibik ya da polihedral epitelyal hiicrelerdir. Hiicreler, genellikle iki
cekirdeklidir ve yaklasik %50'si normal kromozom sayisinin 2-8 kati poliploidi
gosterirler. Hepatositler 6 ya da daha fazla ylizeyli ve her diizlemde 20-30 pm
capindaki hiicrelerdir. Bu hiicreler, sindirim sistemi ile iligkili hiicreler arasinda uzun
Oomiirlii hiicreler olup, ortalama yasam siireleri 5 aydir. Hepatositler, karaciger
hastaliklari, cerrahi operasyon ya da hepatotoksik siire¢ler nedeniyle karacigerin
hasara ugradigi durumlarda, yiiksek diizeyde rejenerasyon yetenegine sahiptirler.
Hepatosit sitoplazmas1 genellikle eozinofiliktir. Rutin ve 6zel boyama teknikleriyle
hepatosit sitoplazmasinda mitokondriyon, graniillii endoplazmik retikulum (GER),
diizgiin ylizeyli endoplazmik retikulum (SER), serbest ribozomlar, Golgi
kompleksleri, lizozomlar ve ¢ok sayida peroksizom gibi organeller tanimlanabilir

(111).

Karaciger parankimasi kiiclik bir merkezi venin etrafinda, ylizlerce hepatositin
diizensiz tabakalar halinde 1s1nsal siralanmasiyla olusan binlerce kiiciik (0.7 X 2 mm)
hepatik lobiiller halinde organize olur. Hepatosit plakalar: retikiiler liflerden olusan
ince bir stroma ile desteklenir. Her lobiil 3-6 adet portal alan igerir, portal alanda
besinden zengin, O, ‘den fakir kan i¢eren ve portal venden dallanan bir veniil, O>
saglayan ve hepatik arterden dallanan bir arteriyol, safra kanalindan dallanan bir ya da

iki kiiciik kiibik epitel ile doseli safra kanalcigi yer alir.
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Portal venden gelen besin agisindan zengin kan ve hepatik arterden gelen oksijenli
kan, hepatik siniizoidler olarak bilinen olduk¢a Ozellesmis kapillerler aracilifiyla
hepatositlere yonlendirilir. Karaciger lobiillerinde hepatositler, karaciger siniizoidleri
ile ayrilan merkezi ven etrafinda plakalar halinde diizenlenmistir. Plazmadan emilimi
artirmak i¢in hepatositlerin apikal membranindan, hepatositler ve sinlizoidal endotel
arasinda ince bir perisiniizoidal bolge olan Disse araligina mikrovilluslar uzanir.
Boylece, emilim ve salgiy1 saglamak i¢in hiicrelerin kanla temas ettigi ylizey alani
yaklasik alt1 kat artirilir. Buna ek olarak hepatositler ve plazma arasindaki bu dogrudan
temas; besinlerin, proteinlerin ve potansiyel toksinlerin tutulumunu ve salimini

kolaylastirir (7, 62).

Karacigerin sahip oldugu damar ag1 ve histolojik organizasyonu hepatositlerin
¢esitli metabolik, ekzokrin ve endokrin islevleri yerine getirmesini saglar. Ornegin kan
homeostazin1 korumak, protein ve lipid salgilamak, toksik metabolitlerin ve
ksenobiyotiklerin temizlenmesi gibi hayati islevleri yerine getirmesinde biiyilik
kolaylik saglar. Hepatosit, hormon ve safra iiretir. Ayrica dogustan gelen bagisiklik

tepkilerine aracilik eder (62, 105).

Hepatositlerin siniizoidal (bazolateral) boliimii besinleri ve diger kan bilesenleri
isler ve plazma proteinlerini salgilarken, hepatositlerin daha kiiciik olan apikal
ylizeyleri safra kanalikiillerini olusturur. Hepatositler, kanalikiiller i¢ine devamli
olarak safra asitleri (kolik asit gibi organik asitler), safra tuzlari, elektrolitler,
fosfolipidler, kolesterol ve bilirubinin bir karigimi olan safra salgilarlar. Hepatosit
plaklarinda hepatositler dezmozomlarla ve baglant1 kompleksleriyle sikica tutunurlar.
Siki baglantilarla baglanmis iki hepatositin apikal yiizeyleri, safra bilesenlerinin
salgilanacagi kanalikiilii olugmak {izere siralanir ve bir oluk meydana getirir.
Hepatositlerin apikal membranlarindan uzanan ¢ok sayida kisa mikrovillus igerigi ile
bu kanalikiiller 0,5-1 pum ¢apli limenleri ve genis yiizey alanlart ile 6zellesmis

yapilardir.

Safra kanalikiilleri, hepatosit tabakalar1 boyunca dallanmalar yapan karmasik bir
kanal ag1 olustururlar ve portal alanlarda sonlanirlar. Bu nedenle safra, klasik karaciger

lobiiliinde, kanin tersi yoniinde yani lobiiliin merkezinden ¢evresine dogru ilerler.
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Safra kanalikiilii, safra iletim sisteminin ya da safra kanallarin en kiigiik dalidir.
Bunlar, kolanjiosit denilen kiibik epitel hiicrelerinden olusan Herring kanallarina
bosalirlar. Bu safra kanallar1 portal alanda kiibik ya da prizmatik kolanjiositlerle ve
belirgin bag doku kilifiyla ¢evrili safra kanalciklariyla birlesir. Bu kanallar genisleyip

birleserek, karacigerden ayrilan sag ve sol hepatik kanallar1 olustururlar.

Siniizoid duvari (endotel hiicreleri ve Kupffer hiicreleri) ile hepatositler arasinda
kalan alana Disse aralig1 (perisiniizoidal aralik, subendotelyal aralik) denir. Bu aralik
lenfatik kanallara baglanir. Disse aralig1 lobiiliin periferinde Mall aralig1 ile devam
eder, Mall araliklar1 portal alanda lenfatik kilcal damarlarin baslangicini olusturur.
Karaciger siniizoidlerindeki fenestratalarin ¢ok gecirgen olmast hem sivi hem de
proteinlerin Disse araliklarina kolayca gecebilmelerine imkan saglar. Bu sayede
karacigerdeki sivinin fazlasi lenf kanallarina geger ve  karacigerden uzaklastirilir

(44, 62).

Karacigerin lobiillerinde siniizoid duvarinda yer alan Kupffer hiicreleri
Mononiikleer Fagositik Sisteme (MFS) dahil makrofajlardir. Kupffer hiicreleri,
kandaki monositlerden koken alir. 1876 yilinda Alman anatomist Karl Wilhelm von
Kupffer tarafindan 6zel bir boyama teknigi olan altin kloroid yontemi ile Kupffer
hiicreleri  gosterilmistir. Kupffer hiicreleri, karaciger siniizoidlerinin endotel
hiicrelerinin arasina yerlesmislerdir. Endotel hiicrelerin fenestrasyonlar1 araciligiyla
Kupffer hiicre uzantilar1 Disse araligina uzanir ve burada hepatosit mikrovilluslar ile
temas halinde olduklar1 gozlemlenmistir. Uzantilar1 sayesinde siniizoid igerisindeki
hiicrelerle ve endotelde bulunan fenestralar yoluyla hepatosit ve yag depolayan Ito
hiicreleriyle iletisim kurarlar (4, 101, 105). Kupffer hiicreleri, viicuda giren
mikroorganizmalar1 fagosite etmek, yabanci maddeleri parcalamak ve bagisiklik
yanitlarini diizenlemek gibi gorevler listlenmesi ile viicudun savunma mekanizmalari

acisindan énemli bir rol oynar (4, 62).

Ito hiicreleri (yildizsi hiicreler) veya hepatik stellat hiicreler (HSC) olarak
adlandirilan hiicreler Disse araliginda bulunan mezenkim kokenli hiicrelerdir.
Karacigerde bulunan tiim hiicrelerin yaklasik %35'ini Ito hiicreleri olusturur. Bu

hiicreler perisintizoidal aralikta A vitamini ve yagda ¢Ozlinen diger vitaminleri
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depolayan kiigiik yag damlaciklar1 igeren hiicrelerdir. Karaciger viicudun 10 aylik
ihtiyacim1 karsilayacak kadar A vitamini depolayabilir. Ito hiicreleri A vitaminini
retinol olarak salgilarken, retinol da retinadaki opsin ile birleserek rodopsini meydana
getirir. Bu hiicreler fetal donemde kan yapimini (hemopoez) saglayan kok hiicreler
olarak gorev yapar. Ito hiicreleri karacigerdeki bir patoloji ya da inflamasyon
durumunda A vitamini depolarin1 kaybeder. Akabinde miyofibroblast yapisinda bir
hiicreye doniiserek, tip I ve tip III kollajen sentezleyerek karaciger fibrozisine sebep
olurlar. Bu fibrotik durum ileri asamalarda siroza yol agar. Yine bu hiicrelerin
kasilmasiyla siniizoidler daralacagindan portal hipertansiyon meydana gelebilir. Bu
hiicreler ayrica laminin, proteoglikanlar, biiylime faktorlerini ve sitokinleri
salgilamaktadir. Disse araliginda artmis olan kollajen lif birikimi ve hiicre dis1 matriks,
siniizoidlerdeki endotel hiicrelerindeki fenestrasyonlarda kayiplara neden olmaktadir

(4, 62).

Karaciger siniizoidinin endotel hiicreleri (LSEC'ler), karaciger parankimasi
haricinde en ¢ok goriilen hiicre tipidir. Endotel hiicrelerinin ince, soluk sitoplazmalari
ve cekirdek¢igi olmayan kiigiik, fiiziform, koyu boyanan cekirdekleri vardir. Bu
hiicreler, karacigerdeki siniizoidlerin (kapillerlerin genislemis hali) i¢ ylizeyini
kaplayan hiicrelerdir ve hepatositlerle yakin temas halindedirler. Endotelyal bazal
membranin biitlinliigiiniin tam olmamasi ve endoteldeki fenestratalar kan ve

hepatositler arasindaki degis tokusu kolaylastirir (7, 84).

Kolanjiositler, ekstra ve intrahepatik safra kanallarin1 ddseyen ozel epitel
hiicreleridir. Toksik metabolitlerin hepatositlerle temizlenmesi, sindirim ve
ksenobiyotikler i¢in gerekli olan safranin salgilanmasi ve modifikasyonu ile kan
homeostazini korumak i¢in proteinlerin ve lipidlerin salgilanmasi gibi hayati islevleri

yerine getirirler.

Dogal oldiiriicii (NK) hiicreler, Pit hiicreleri olarak da adlandirilmakta olup
siniizoid duvarinda yer alirlar. Bu hiicreler, kan dolasimi yoluyla karacigere giren
patojenler ve tiimor hiicreleri de dahil olmak iizere ¢esitli maddeleri izlemek ve bunlara

yanit vermek i¢in stratejik olarak konumlandirilmiglardir (7).
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Sekil 5. Karaciger lobiiliiniin anatomisi (7).

2.1.8 Karaciger fizyolojisi

Albiiminler, lipoproteinler, glikoproteinler gibi bir¢ok dolasimda goérev alan
plazma proteinin karaciger salgilamaktadir. Kandan ¢esitli besinlerin ve vitaminlerin
(vitamin A, D ve K) alinmasi, depolanmasi ve viicuda dagitilmasinda karaciger 6nemli
rol almaktadir. Karbonhidratlarin, proteinlerin, yaglarin, hormonlarin ve yabanci
kimyasallarin metabolize edilmesi goérevini yapar. Bunlara ek olarak, karaciger
demirin depolanmasinda, metabolizmasinda ve homeostazinda gorev almaktadir.
Karaciger, demir transferinde ve metabolizmasinda 6nemli rol oynayan transferin,
haptoglobin ve hemopeksin dahil olmak {izere hemen hemen biitiin proteinleri

sentezlemektedir.

Bunlarin yanmi sira, karaciger cesitli metabolik yolaklarda gorev almaktadir.
Ornegin; kanin depolanmasi ve filtrasyonu, kan glukoz diizeyinin diizenlenmesi ve

lipid proteinlerinin diizeyinin diizenlenmesi gibi bir¢ok gorevi yerine getirir. Cok
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sayida toksik madde ve ilaglarin indirgenmesinde ya da konjuge edilmesinde de rol
oynar. Ayni zamanda karaciger safra {liretimini saglamasi itibariyle ekzokrin bir
organdir. Safra tuzlar1 ve fosfolipidleri de iiretir. Son olarak, karaciger endokrin

fonksiyonlarina da katkida bulunur (105).

2.1.9 Karaciger fonksiyonlari

Karacigerin fonksiyonlar1 metabolik ve diger olmak tizere iki grupta incelenebilir.

Karacigerin metabolik fonksiyonlar1 sunlardir:

Safra yapimi

Ure yapimi

25-hidroksivitamin D3 sentezi
Karbonhidrat depolanmasi ve salgilanmasi
Kolesterol metabolizmasi

Yag metabolizmasi ile ilgili fonksiyonlar

Baz1 polipeptit hormonlarin inaktivasyonu

© N kWD =

Adrenal korteks ve gonad hormonlarinin rediiksiyon ve konjugasyonu.
Karacigerin diger fonksiyonlari ise sunlardir:

1. Plazma proteinleri ve pihtilagma faktorlerinin yapimi: Plazma proteinleri albiimin,
fibrinojen (FI), protrombin (FII) ve diger pihtilagma faktérlerinin sentezi
karacigerde gerceklesir. Karacigerde plazma proteini ve pihtilasma faktorleri
olusumu i¢in K vitamini gereklidir. K vitamini eksikliginde kan pihtilasmasi
bozulur.

2. Detoksifikasyon: Zehirden arindirma anlamina gelen bu islemde viicut igin zararl
olan maddeler zararsiz hale getirilir.

3. Bagisiklik ve fagositoz: Karacigerde bulunan ve fagositoz yapan hiicrelere
Kupffer hiicreleri denir. Kanlanmasi ¢ok iyi oldugundan karaciger Kupffer
hiicreleri kandaki mikroorganizmalari sinlizoid duvarinda fagosite eder. Karaciger
cesitli bakteri, parazit ve zararli maddelerin viicuda girmesini onleyen ve onlari

temizleyen biiytik bir filtre gorevi goriir.
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Karacigerin sindirim sistemine en énemli katkisi safra salgilanmasidir. Safranin

iki onemli fonksiyonu vardir:

1.

Yaglarin sindirim ve emilimini kolaylastirir. Bu islem igeriginde bulunan safra
tuzlar ile gergeklestirilir.

Cesitli yikim {irlinlerinin atilmasinda rol oynar. Hemoglobin yikiminin bir sonucu
olarak olusan bir pigment ve kirmizi kan hiicrelerinin (eritrositlerin) yikimi sonucu
olusan bilirubin, safra yoluyla atilarak viicudun metabolik atiklarindan
kurtulmasina yardimer1 olur. Ayrica karacigerde sentezlenen kolesteroliin bir kismi1

bu yolla atilir (47).

2.1.9.1 Karacigerde karbonhidrat metabolizmasi

Karacigerin karbonhidrat metabolizmast ile ilgili birgok fonksiyonu

bulunmaktadir.

A

Hayvan hiicrelerinin temel polisakkariti olan glikojenin depo edilmesi ve
par¢alanmasi

Glukoneogenez

Galaktoz ve fruktozun glukoza doniistiiriilmesi

Glukozun direkt oksidasyonu (glukozun pentoz fosfat yolunda yikimi)
Karbonhidrat metabolizmasinin ara iriinlerinden ¢ok sayida onemli kimyasal

tiirevlerinin formasyonu. (60, 91)

2.1.9.2 Karacigerde yag metabolizmasi

A e

Yag metabolizmasina 6zgiin fonksiyonlar soyle siralanabilir:

Yag asitlerinin oksidasyonu

Kolesterol sentezi ve plazma kolesterol diizeyinin denetimi
Trigliserid, fosfolipid ve lipoprotein sentezi

Ketojenezis

Karbonhidrat ve proteinlerden yag sentezi (40, 60)
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2.1.9.3 Karacigerde protein metabolizmasi

Protein metabolizmasina ait fonksiyonlar énemli bir rol oynar. Bunlar soyle

Ozetlenebilir;

1. Amino asitlerin deaminasyonu
Ure olusumu ile amonyag viicut sivilarmdan ayrilmasi

Plazma proteinlerinin sentezlenmesi

D

Metabolik olaylar i¢cin onemli amino asitlerin ve bazi maddelerin birbirine

dontistimleri (60).
2.1.10 Karaciger rejenerasyonu

Karaciger rejenerasyonu oldukca karmasik bir siirectir. Karaciger rejenerasyonu
fiziksel travma, enfeksiyon, enflamatuar siirecler, dogrudan toksisite ve immiinolojik
saldirilar da dahil olmak iizere tek basina veya kombinasyon halinde meydana gelen
cok cesitli yaralanma tiirleri tarafindan tetiklenebilir. Yaralanmalarin gesitliligi ile
orantili olarak, karaciger rejenerasyonunu tetikleyen biyokimyasal mekanizmalar da
cesitlidir. Yaralanmaya verilen yanit yalnizca yaralanmanin tiiriine degil, ayni
zamanda biiyiikliigiine de baglidir. Ornegin, sican modelinde %30 kismi hepatektomi
sonrasi karaciger biiylimesi, %70 hepatektomi sonras1 goriilen hiperplazinin (hepatosit
proliferasyonu ile karaciger biiylimesi) aksine, agirlikli olarak hepatosit hipertrofisi
(hepatosit hacim artis1 ile karaciger biiylimesi) ile gerceklesmektedir. Karaciger
rejenerasyonunun tetikleyicileri, hepatik ve ekstra-hepatik kaynaklardan gelen,
senkronize veya metakronize olarak hareket eden hepatik mitojenler olarak
adlandirilan ¢ok sayida sitokin, hormon ve biiyiime faktoriidiir. Mitojenlerin birden
fazla reseptdr veya hiicre i¢i sinyal yolu iizerinde etkili olmasiyla bu tetikleyiciler
olusur. Sonrasinda ise parankimal hiicreler (hepatositler ve kolanjiositler) ve
parankimal olmayan hiicreler Kupffer hiicreleri (KC), hepatik stellat hiicreler (HSC),
karaciger siniizoidinin endotel hiicreleri (LSEC) arasindaki etkilesimle daha da artar.
Bunlara ek olarak rejenerasyonu ayni zamanda karacigerin sagligida énemli dl¢iide

etkiler. Dolayistyla, steatoz, steatohepatit, fibroz, siroz veya biliyer aga¢ tikanikligi
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karsisinda karaciger rejenerasyonu, saglikli karaciger dokusundakinden ¢ok daha

farklidir (20).

Karaciger kiitlesinin yaklasik %80'ini olusturan hepatositler normalde boliinmez
durumdadir. Ancak cesitli etkenleri takiben hiicre dongiisiine yeniden girerler. Kismi
hepatektomi (PH), sicanlarda, farelerde ve ayrica zebra baliklarinda proliferasyonun
in vivo deneysel bir modeli olarak karaciger rejenerasyonunu incelemek i¢in en yaygin

yaklagimdir (26).

Karaciger rejenerasyonu, daha once kaybedilmis olan yapisal veya fizyolojik
biitiinliigiin yeniden kurulmasidir. PH sonrasinda karaciger, bir progenitdr hiicrenin
aktivasyonu olmaksizin saglam hepatositlerle yeniden olusur. Bununla birlikte, kemik
iligi hiicreleri karaciger kiitlesinin yenilenmesi sirasinda endotelyal ve parankimal
olmayan hiicrelerin yaklagik %20'sini tiiretebilir. Karaciger rejenerasyonu farkl
molekiiler yolaklarin etkilesimi ile gerceklesir. PH'yi takiben, eksize edilen karaciger
miktar1 farkli proliferatif yollarin aktivasyonunu belirler. Rezeksiyon karacigerin
1/3"inii etkilediginde, hepatositler hacimlerini genisleterek ve hipertrofiyi baslatarak
hizla tepki verir. Ancak, rezeksiyon kiitlenin 2/3"inii etkilerse, hepatositler S fazina
girer, ¢ogalir ve hiperplaziyi indiikler. PH karacigerin %80-90'n1 etkilerse bu
durumda saglam hepatositler karacigeri yeniden olusturmak icin yeterli degildir. Bu
durumu kompanse etmek iizere biliyer epitel hiicreleri aktive olarak islevsel

hepatositlere doniisiir (26).

2.2 Gida Katki Maddeleri

Gida katki maddeleri uzun yillardir lezzetlendirme, renklendirme, gidalarin
faydali raf omriinii uzatma ve gida giivenligini arttirma amactyla kullanilmaktadir.
Tatlandirict sistemler tuzlu gida iiretiminde ¢ok 6nemlidir. Tatlandiricilar, 6zellikle
cok lezzetli olmayan gidalarda gerekli lezzzet arttirmay1 saglayarak dnemli bir besinsel
rol oynayabilir. Serbest amino asit orani yiiksek veya protein hidrolizatlarindan olugan
gidalar ve bilesenler, cesitli gidalarin duyusal niteliklerini gelistirmek i¢in ytlizyillardir

birgok kiiltiirde yemek pisirmede kullanilmaktadir (108).
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Avrupa Birligi iilkelerinde kullanimina izin verilen 300'in {izerinde gida katki
maddesi bulunmaktadir. Gida katki maddelerine iliskin 1332/2008 sayili Avrupa
Parlamentosu ve Konsey Tiizigli tarafindan saglanan tanima gore gida katki
maddeleri "normalde kendi basina bir gida olarak tiiketilmeyen ve gidanin
karakteristik bir bileseni olarak kullanilmayan, besleyici degeri olsun ya da olmasin,
s0z konusu gidanin {iretimi, islenmesi, hazirlanmasi, muamelesi, paketlenmesi,
taginmasi veya depolanmasi sirasinda teknolojik bir amagla gidaya bilingli olarak
eklenmesi sonucunda kendisinin veya yan {lirlinlerinin dogrudan veya dolayli olarak
s0z konusu gidanim bir bileseni haline gelen veya gelmesi dogal olarak beklenen

herhangi bir madde” anlamina gelir (36).

2.2.1 Lezzet arttiricilar

Lezzet arttiricilar, gidanin tadini dogrudan degistirmeyen ancak agizda tat
reseptorlerini uyararak o6zellikle tuzun azaltilmasi durumunda ortaya g¢ikan lezzet
kaybini telafi etmeye ve lezzeti artirmaya yardime olur. Bu tiir lezzet artiricilar umami
tad1 algilayan reseptorleri uyararak gidanin lezzet dengesini degistirir ve bu tat diigiik
sodyumlu iirlinlerin lezzetini arttirir (121). Bu lezzet artisini, biiyiik miktarlarda dogal
olarak olusan glutamik asit igeren bezelye ve domates gibi bilesenlerle elde etmek
miimkiindiir. Ayrica, glutamat ile sinerji ig¢inde islev goren niikleotidler gibi diger

bilesenlerle birlikte kullanildiginda bu etki daha da artabilir (27).

Giincel kullanimda, monosodyum glutamat, maya oziitleri, hidrolize bitkisel
proteinler (HVP), peptidler, aci1 engelleyiciler, yiiksek oranda niikleotid igeren
bilesenler (disodyum guanilat, disodyum inosinat), otlar ve baharatlar, soya sosu,
glisin ve mentol, mentil laktat ve diger yan iiriinler gibi tuz arttirici tlirler mevcuttur.
Bu bilesenler, birincil tat, tat iyilestirme veya spesifik tada dayali bir tat profili
olusturmak i¢in kullanilabilir. HVP ve bazi maya iiriinleri, genellikle gidalarda hem
temel tat hem de zenginlestirme boyutunu artiran bilesenlerdir. Ote yandan, MSG,
guanilat, inosinat gibi bilesenler ve diger tuzlar genellikle lezzet arttiricilar olarak

kullanilir ve genellikle tat artirma boyutunda etkilidirler (16).
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2.2.2 Umami tat bilesenleri

Tat, insan tat alma sisteminin, tiikiiriikte ¢ozlinmiis olarak yutulan gidadan gelen
molekiillere ve iyonlara verdigi bir yanit olarak {iiretilen bir duyudur. Son on yilda tat
algilama ve hiicre biyolojisi lizerine ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Cozlinmiis
molekiiller ve/veya iyonlar, tim dil boyunca dagilmig yiizey proteinlerine (tat
reseptorleri) baglanabilir veya gozenek benzeri proteinlerle (iyon kanallari) etkilesime
girerek tat hiicrelerinde elektriksel degisikliklere ve yedinci, dokuzuncu ve onuncu
kraniyal sinirler araciligiyla tat algisinin gergeklestigi beyne giden kimyasal sinyallere
neden olabilir (106). Tat, lezzetten farklidir. Tat algisi, suda ¢dziinen maddelerin agiz
boslugundaki duyusal tat alma bolgelerine temas ederek ortaya ¢ikar. Lezzet algisi,
koku alma duyusuna baglidir. Koku sinyalleri, u¢ucu maddelere maruz kalindiginda
burun epitelinin 6zellesmis bir bolgesindeki ndronlar tarafindan iiretilir. Hem tat hem
de koku sinyalleri, tat veya lezzet algisin1 olusturmak icin orbitofrontal ve serebral
korteksin diger bolgelerinde entegre edilir. Bunun sonucunda beynin tat alma

bolgesine ulagan sinyaller araciligtyla tat algisi olusur (61).

Umami tadi, soya sosu, peynir ve fermente edilmis Asya gidalar gibi birgok
geleneksel gidada uzun zamandir tanimlanmigtir. "Umami" kelimesi, "hos tuzlu tat",
"agiz dolulugu" veya "lezzetli" anlamina gelen Japonca bir kelimeden (9 FEER)
gelmektedir. Umami tadi, 2002 yilinda diger 4 temel tat olan tatl, eksi, tuzlu ve aci ile
5. temel tat sekli olarak veya monosodyum glutamat benzeri tadi tanimlanmak igin
yaygin bir sekilde kabul gormiistiir (128, 146). Bu kabul, esas olarak mGIluR4 ve
heteromerik TIR1+T1R3 reseptorii gibi glutamat i¢in G proteinine bagl reseptdrlerin
tanimlanmasina baglanmistir. Umami bilesenleri gida baharatlari i¢in ¢ok dnemlidir
ve gida lretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Umaminin iki onemli 6zelligi

sinerjizm ve aciliin bastirilmasi gibi diger tatlarla olan etkilesimidir (68, 128, 146).

Monosodyum glutamat (MSG) umami tadina sahip oldugu bildirilen ilk
molekiildiir (10). MSG'nin yan1 sira, baz1 serbest L-amino asitler, ¢ift fonksiyonlu
asitler, peptitler ve bunlarin tiirevleri veya reaksiyon tiriinleri de dahil olmak tizere bir
dizi maddenin umami tadini ortaya ¢ikardigi bulunmustur (61). Umami bilesenleri

sicanlarda yag birikimini, kilo alimini ve plazma leptin seviyelerini azaltmak da dahil
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olmak iizere ¢cok sayida etki gosterirler (69, 93). Ayrica, gastrointestinal fonksiyonlari
diizenledikleri ve diyetlerindeki sodyum alimini azaltarak yetiskinlerde inme ve
koroner kalp hastaligr riskini azalttiklar1 bulunmustur (5, 93, 138). Umami
bilesenlerinin gidalardaki tat artisina neden olmalar1 ve saghiga yonelik iyilestirme
islevleri, yeni umami maddeleri bulmak ve tat 6zelliklerini degerlendirmek yolunda

daha fazla arastirmaya neden olmustur (71, 82).

2.3 Monosodyum Glutamat (MSG)
2.3.1 Monosodyum glutamat ve tarihcesi

Glutamat agisindan zengin olan mayalanmis garum, antik Yunan ve eski Roma’da
kullanilmaktaydi (M. O 9. yiizyil). Garum, Antik Roma ddneminde afrodizyak
olduguna inanilan ve yemeklerde kullanilan bir tiir balik sosudur. Roma’da daha
yaygin olmasina ragmen Antik Yunanistan’dan geldigi bilinmektedir (142). 1800’li
yillarin sonlarinda bir as¢1 Paris’te pahali ve yenilik¢i restoranlardan birini agtiktan
sonra bu tadi; tuzlu, eksi, tath ve aci tatlarla birlestirerek ¢esitli yemekler hazirladi.

Ancak, kendisi bu 6zgiin tadin kimyasal kaynagini bilmiyordu (102).

1866 yilinda Karl Heinrich Ritthausen adli bir kimyager Almanya'da bugday
glutenini stlfiirik asit ile isleyerek glutamik asidin (Kombu) kesfedilmesine ve
tanimlanmasina yol agmistir (17). 1908 yilinda Profesor Kikunae Ikeda, deniz yosunu
Laminaria japonica’dan beyaz kristal toz olarak ekstrakte ettigi tada umami adini
vermistir. Umami Japonca “hosa giden tat” anlamina gelir (88). Bu ifade Profesor
Kikunae Ikeda tarafindan umai “lezzetli” emi” tat” anlamima geldigi i¢in 6zellikle
secilmistir. Insan dilindeki tat tomurcuklari, bes ana tattan biri olan umami tadini
algilamak i¢in L-glutamat alicilarina sahiptir (15). Suzuki kardesler, Ikeda'nin "mono-
sodyum glutamat" adini verdigi madde cesidi i¢in patent bagvurusunda bulunmasinin
ardindan 1909 yilinda Ajinomoto (lezzet 6zii) adi altinda ticari kullanim i¢in MSG
iiretmeye baglamistir. Glutamatlarin ve serbest amino asitlerin sayisi, bazi yiyeceklerin
baharatlanmasindan veya olgunlastiriimasindan sonra nemli dlgiide artar. Ornegin;
ozellikle daha uzun olgunlagsmayla tadi ve dokusu iyilesen ve amino asit

konsantrasyonunu artiran birkac peynir ¢esidi gibi. Amerika Birlesik Devletleri'nde,
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1957'den beri, seker kamist ve diger karbonhidrat kaynaklarindan (misir gibi) elde
edilen MSG'yi {lretmek i¢in genetik olarak manipiile edilmis bakteriler
kullanilmaktadir. Bu bakteriler hiicre duvarlar1 aracilifiyla glutamik asit salgilar.
Glutamik asit daha sonra kristallestirilmekte, asitlendirilmekte, yogunlastirilmakta,

filtrelenmekte ve monosodyum tuzuna doniistiiriilmektedir (51, 99, 113).

2.3.2 Monosodyum glutamatin yapisi, kimyasal ve fiziksel Ozellikleri

Monosodyum glutamat, esansiyel olmayan bir amino asit olan L-glutamik asidin
sodyum tuzu olarak gida endiistrisinde islenmis gidalarda lezzet arttirici ve stabilizator
olarak yaygin bir kullanim alanina sahiptir (46). Glutamik asit, cesitli gidalardaki
proteinlerin baskin bir bilesenidir. Ara metabolizmada 6nemli bir baglant1 olarak
serbest glutamik asit, canl1 viicudun organ ve dokularinda yiiksek miktarlarda bulunur.
Bu nedenle serbest glutamik asit, et, balik, kiimes hayvanlari, anne siitii ve sebzeler

dahil olmak iizere hemen hemen tiim gidalarda yer almaktadir (75).

Glutamat (MSG)’in Japonca “umami” olarak bilinen 6zel bir tadi vardir ve
“besinci tat” (tatl, tuzlu, act ve eksiden sonra) olarak bilinir. Ayrica bir¢ok tilkede
“tuzlu” veya “Cin tuzu” adiyla bilinir (46, 56). Sodyum tuzu olarak yaygin bilinen
monosodyum glutamatin (MSG) kimyasal formiilii CsHsNaO4’tiir (112).

MSG, 169,11 g/mol molekiiler kiitleye ve 232 °C erime noktasina sahip beyaz,
kokusuz ve kristal bir tozdur. Sodyum ve serbest glutamat olusturmak iizere ayrisir.
Alkolde az ¢Oziinlir, ancak sudaki ¢ozlnirligi 25°C'de 385.000 mg/l'dir.

Monosodyum glutamat ayrica yagda veya organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir (112).
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Sekil 6. MSG'nin kimyasal (A) ve molekiiler (B) yapis1 (123).

Gelismis iilkelerde ortalama monosodyum glutamat aliminin 0.3-1.0 g/giin oldugu
tahmin edilmektedir. Monosodyum glutamat (MSG) ‘1n tiikketim i¢in giivenli olduguna
dair raporlara ragmen g¢esitli calismalarin sonuglar1 potansiyel toksisitesini
gostermektedir. Bu yan etkiler timus, beyin, pankreas, testis, karaciger ve bobrek gibi
farkli organlarda gosterilmistir. MSG kullanimi1 obezite, hipertansiyon, bas agrisi,
astim, norotoksik etkiler gibi ¢esitli hastaliklar ile iliskilendirilmis ve {ireme organlari
tizerinde zararh etkilerinin de oldugu gosterilmistir. Organ veya hiicre tipinden
bagimsiz olarak monosodyum glutamat kaynakli hasarin mekanizmasi oksidatif
stresin indiiklenmesi ile aciklanmaktadir. Boylece hiicre icinde reaktif oksijen
tirlerinin seviyeleri artmakta, olusan bu tiirler hiicre proteinlerine, lipidlere,
polisakkaritlere ve niikleik asitlere zarar vererek bircok hiicresel aktivitede bozulmaya
neden olmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, MSG kullanimi sonucu karacigerlerde artmis
sitoplazmik asidofili ve piknotik ¢ekirdekler ile karakterize nekroz odak alani olustugu
gosterilmistir. Hepatositler, ¢ekirdek kaybi ile dejenerasyon ve nekroz gostermistir.
Ayrica portal alanda lenfoid hiicre kiimelenmeleri ve periportal alanda kanama
gozlenmistir. Kupffer hiicreleri ile hepatik sinlizoidlerde belirgin olarak yaygin

tikaniklik saptanmastir (78).

Glutamat, cogu dokuda bir¢cok peptit ve proteinin 6nemli bir bdliimiini
diizenleyen dogadaki aminoasitler olarak bilinir. Monosodyum glutamat (MSQ),
kalite, tat ve dayaniklilik gibi gida endekslerinin korunmasi i¢in bir katki maddesi
olarak kullanilir. Bircok iilkede baharat ve tatlandirici olarak kullanilmaktadir.
Paketlenmis gidalarda etikette belirtilmeksizin kullanilabilmektedir. MSG'nin

gidalarda kullanim1 konusunda diinya ¢apinda bir tartisma vardir.
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Yapilan ¢alismalarda MSG’nin oksijen radikalleri ve hidrojen peroksit iiretimi ile
oksidatif stresi tetikleyerek oksidatif DNA hasarina, hiicre zarlarinin
peroksidasyonuna ve hiicre 6liimiine yol acgabilecegini gosterilmistir. Vitaminler,
mineraller dahil olmak {izere dahili antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerini veya
lipidlerin peroksidasyonunu engelleyebilir. Cesitli ¢aligmalar MSG'nin insan ve
hayvan dokular1 {izerindeki toksik etkilerini rapor etmistir. MSG bobrek
fonksiyonlarinda, karacigerde ve lipid profilinde degisiklige neden olabilir. MSG
etkisi ile ovaryumlarda gozlenen histopatolojik bulgular, kadinlarda infertilitenin
nedeni olabilecek hiicresel hipertrofi, dejeneratif ve atrofik degisiklikleri icermektedir.

(104).

Glutamat, memelilerin merkezi sinir sisteminde iyonotropik (iGluR) ve
metabotropik (mGluR) glutamat reseptorleri araciligiyla etki gosteren uyarict bir
ndrotransmitterdir. iGluR belirli katyonlara gecirgen iyon kanallar1 olustururken,
mGluR ¢esitli iligkili G proteinleri araciligiyla hiicre i¢i sinyal mekanizmalarini aktive
eder. Sekans homolojileri, farmakolojik 6zellikleri ve ikinci mesajc1 baglantilar
temelinde, mGIuR Grup I (mGlul ve mGlu5 reseptorleri), Grup II (mGlu2 ve mGlu3
reseptorleri) ve Grup I (mGlu4, mGlu6, mGlu7 ve mGlu8 reseptorleri) olarak
smiflandirilmigtir.  Son  veriler farkli noronal olmayan hiicrelerde glutamat
reseptorlerinin  ekspresyonunu  gdstermistir.  Glutamat, insan ve kemirgen
lenfositlerinde hiicre i¢i kalsiyum iyonu konsantrasyonunu artirmistir. Bununla
birlikte, lenfositler lizerindeki glutamat reseptorlerinin kesin islevi biiyiik olgiide
bilinmemektedir. Glutamat reseptorlerinin asir1  aktivasyonu ile indiiklenen
norotoksisite, ¢esitli norodejeneratif hastaliklarla ve yiiksek konsantrasyonlarda
tilketildiginde monosodyum glutamat (MSG) seklinde glutamat alimindan sonra
eksitotoksisite ile iliskilendirilmistir. Eksitotoksinler tarafindan indiiklenen noéronal
hiicre 6liimiiniin kesin mekanizmasi hala bilinmemektedir. Ancak, glutamat kaynakl
toksisitenin nekroz ve apoptoz yoluyla gerceklesebilecegini gosteren kanitlar giderek

artmaktadir (131).

Nakanishi ve arkadaglarinin (2008) yaptig1 bir ¢alismada, MSG ile muamele

edilen 6 ve 12 aylik farelerde hepatoseliiler karsinomun gelismesine yol agan NASH
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(Alkole bagli olmayan steatohepatit) ve NAFLD (Alkole bagli olmayan yagh
karaciger hastaligl) gibi karaciger patolojilerinin olustugunu gdsteren bulgular
bulunmustur. Farelerin MSG ile muamelesinin, insan NAFLD’sine benzeyen steatoz
ve steatohepatit ile obezite ve diyabeti indiikledigini ve preneoplastik lezyonlarla
NASH olusturdugunu tespit etmislerdir. Bu sonuglara goére, MSG’nin giivenlik
profilinin yeniden incelenmesini ve potansiyel olarak gida zincirinden ¢ekilmesini
onermislerdir (94). Tawfik ve arkadaslari, sicanlarda 0,6 ve 1,6 mg/g viicut agirlig
dozlarinda MSG’nin, karaciger ve bobrek dokusunda oksidatif stresi artirdigini ve
buna bagh olarak karaciger ve bdobrek fonksiyonlarinda olumsuz etkilere yol

acabilecegini gostermistir (127).

2.3.3 Monosodyum glutamat ve obezite

Obezite, asir1 kalori tiikketimi ve/veya enerji kullaniminda azalma ile ortaya ¢ikan
cok fazla viicut yagma veya yag dokusuna sahip olmak olarak tanimlanmaktadir.
Obezite, serebral diizeyde islevsiz bir tokluk merkezi, enerji alimi ve harcamasi
arasindaki dengesizlik ve yag dokularinda yag seklinde anormal, asir1 enerji birikimi
olarak ortaya ¢ikan genetik farkliliklar ile tanimlanmaktadir. MSG tiiketimi ile obezite
arasindaki iliski, MSG alimimin hiicresel lipogenezin artmasina ve son nokta

obezitesine yol agtig1 gdsterilmistir (23, 99).

MSG, daha 6nce gida giivenligi yetkililerinden giivenli onay1 almistir. ABD Gida
ve Tarim Orgiitii (FDA) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) Gida Katki Maddeleri Ortak
Uzmanlar Komitesi 1988 yilinda MSG'in L glutamik asit ve amonyum, kalsiyum,
monosodyum ve potasyum tuzlarinin kabul edilebilir giinliik alim sinirin1 30 mg/kg 1
doz olarak tanimlamistir (103). MSG alimi son yillarda kiiresel olarak hizla artmis, bu
da her yastan, cinsiyetten, irktan ve milletten insani etkileyen asir1 kilo ve obezite
salgin1 nedeniyle saglik endiselerini artirmistir (18). Arastirmalara gére oral MSG
uygulamasi, azot oksit ve serotonin liretip salgilayarak vagal afferentleri (gastrik ve
hepatik dallardan, ¢dlyaktan) dolayli olarak aktive edecek ve ilk MSG dozunu
gastrointestinal liimene iletecektir. Otonomik innervasyon ve gastrointestinal sistemin
kendi islevi araciligiyla, bu tiir bir uyarim adiposit yag metabolizmasini etkiler (97).

MSG tiiketimi ayrica lipid ve glikoz metabolizmasi, oksidatif stres, kardiyovaskiiler
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ve pihtilagma sistemleri, karaciger, bobrek, dalak ve dogurganlik, ndéron kaybi ve
mikrobiyotada islev bozuklugu dahil olmak iizere metabolizmada c¢ok c¢esitli

anormalliklerle iliskilendirilmistir (54).

2.3.4 Monosodyum glutamat ve oksidatif stres

Oksidatif stres, gogunlugu oksijen radikalleri ve diger reaktif oksijen tiirleri (ROS)
olan hiicrelerde serbest oksijen radikallerin (SOR) asir1 iiretimi veya azalan
eliminasyonundan kaynaklanir. Beslenme metabolizmast ve hormonlar gibi ¢esitli
hiicre dis1 ve hiicre ici faktorler, sitokinler ve detoksifikasyon siirecleri oksidatif strese
katkida bulunur. Bu nedenle kronik monosodyum glutamat (MSG) aliminda oldugu
gibi glutamatin asir1 renal metabolizmasi reaktif oksijen tiirleri (ROS) kaynagi

olabilmektedir (1).

Serbest oksijen radikalleri (SOR) paylasilmamis elektron iceren reaktif ve kisa
Oomiirlii molekiillerdir. Bu radikaller, hem normal metabolizmanin yan {iirlinleri olarak
hem de ilaglarin ve diger zararli kimyasal maddelerin etkisiyle hiicrelerde
olusabililirler. Serbest oksijen radikallerin olusum hizi, bunlar etkisiz hale getiren
veya azaltan katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi baz1 endojen
antioksidan enzimlerden olusan savunma sistemlerinin hizi ile dengede oldugu siirece
organizma etkilenmez. Ancak bu denge bozulursa, serbest radikaller zararli olmaya
baslar ve oksidatif stres olarak etkilerini gosterirler (57). O2” ve OH" gibi ROS'lar
kararsiz serbest radikallerdir. Reaktivitelerini, komsu molekiillerden bir elektron alma
veya komsu molekiillere eslesmemis elektronlarini verme ve bdylece termodinamik
olarak kararli bir durum elde etme kapasitelerine bor¢ludurlar. Buna karsin, H>O> veya
ONOO- kararli radikal olmayan oksidanlardir. ROS baslangicta biyolojik tehlike
olarak goriiliirken, artik diisiik seviyelerde ikinci haberciler olarak da hareket ettikleri
ve fizyolojik sinyal yollarinda, gen ifadesinin diizenlenmesinde, mikroorganizmalara
kars1 konak savunmasinda, bagisiklik yanitlarinda ve vazodilatasyonda énemli bir rol
oynadiklar1 agiktir. Bununla birlikte, ROS seviyelerinin kontrolsiiz bir sekilde
yiikselmesi toksiktir ve doku hasarina yol acabilecek oksidan/antioksidan dengesinin

bozulmasi olarak tanimlanan "oksidatif stresi" tesvik eder (7).
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Oksidatif stresin hastaliga katkida bulundugu iki ana mekanizma vardir. Birincisi,
oksidatif stres sirasinda ozellikle *OH, ONOO—- ve HOCI- gibi reaktif tiirlerin
iiretimini igerir. Membran lipidleri, yapisal proteinler, enzimler ve niikleik asitler gibi
hiicresel bilesenleri dogrudan oksitleyerek hiicre fonksiyonlarini bozabilir ve hatta
hiicre 6liimiine yol agabilir. Oksidatif stresin ikinci mekanizmasi anormal redoks
sinyalidir. Oksidanlar, 6zellikle fizyolojik stimiilasyon iizerine hiicreler tarafindan
iiretilen hidrojen peroksit (H20), ikinci sinyal olarak hareket edebilir. Oksidatif
streste, H>O2'nin fizyolojik olmayan iiretimi redoks sinyalinin kaybolmasina neden

olabilir (56).

Oksidatif stres, ¢esitli karaciger hastaliklarinin patofizyolojisinde aktif rol oynar.
Ornegin, serbest radikaller alkole bagli olmayan steatohepatit (NASH), siroz ve
karaciger kanserinin baglamasina ve ilerlemesine yol agmaktadir. Mitokondriyal ROS,
diger mutasyonlar tetikleyerek kanser hiicrelerinde metastatik siirecleri etkiler. ROS,
ayrica normal biyolojik siirecleri ve fizyolojik fonksiyonlar1 destekleyen sinyal
molekiilleri olarak da calisir. Ornegin, ROS biiyiime faktorii sinyalleme, otofaji,
hipoksik sinyallesme, bagisiklik tepkileri ve kok hiicre proliferasyonu ve

farklilasmasinda 6nemli olarak gorev alir (1).

ROS, normal hiicresel metabolizma tarafindan tretilir. Karaciger, metabolik ve
detoksifikasyon faaliyetleri nedeniyle 6énemli bir ROS iiretim bolgesidir. Diger
organlarda oldugu gibi karacigerde de endojen ROS'un ana kaynagi, mitokondriyal
solunum zinciri yoluyla ve peroksizomlar, ksantin oksidazlar, sitokrom P450
oksidazlar ve NADPH oksidazlar (NOX'lar) dahil olmak iizere diger kaynaklardan
iiretilir (1). NADPH oksidaz (NOX), ROS iiretiminden sorumlu ana enzimdir. Yapilan
caligmalar, endoplasmik retikulum (ER) stresi sirasinda NOX tarafindan ROS
iiretiminin arttigimi géstermektedir. NOX ailesi, Nox1-5 ve Duox-1 ve -2'den olusur.
Bu proteinler, siiperoksit tiretmek icin NADPH'nin oksidasyonunu destekler ve cesitli
dokularda biyolojik rollere sahiptir. Hepatositler ve hepatik stellat hiicreler (HSC'ler)
NOXI1, NOX2 ve NOX4'ii eksprese ederken, karacigerler agirlikli olarak NOX2'yi
eksprese eder. Yukaridakiler arasinda NOX4, en gii¢lii ROS iireten enzimdir. NOX4
esas olarak H>O» iiretir. Diger NOX enzimlerinden farkli olarak NOX4, genisletilmis
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bir ekstrasitoplazmik dongiiye sahiptir ve bu dongii nedeniyle enzim, H>O; tireten bir
enzimden O, iireten enzime doniisebilir. NOX4'iin {i¢iincii ekstrasitoplazmik
dongiistindeki korunmus bir histidin, enzimin H>O; iireten aktivitesinden sorumludur.
Ek olarak, NOX4, dogrudan p22 phox ile etkilesime girer ve bu etkilesim, H>O>
iiretimi i¢in bir 6n kosuldur. NOX4'te korunan C-terminal dehidrojenaz alani, yapici
elektron transfer aktivitesine sahiptir. Tam uzunluktaki NOX4 proteininde, enzimin
N-terminal transmembran kism1 ROS iiretir ve bunun zarin kars1 tarafinda zar boyunca

elektron taginmasini kolaylastirdig gosterilmistir (7, 144).

Alkole bagli olmayan yagl karaciger hastaligi (NAFLD) en yaygin kronik
karaciger hastaligidir. NAFLD, asir1 alkol tiiketimi veya otoimmiin hastalik, ilaca bagl
durumlar veya viral hepatit dahil olmak iizere karaciger hiicrelerinde yag birikmesi
(>5%) olarak tanimlanir. Alkolle iligkili karaciger hastaligi (ALD) ve NAFLD, kronik
karaciger hastaliginin en yaygin nedenleridir. Yaglh karaciger/steatoz, steatohepatit,
fibroz, siroz ve hepatoselliiler karsinom ortak semptomlar i¢erseler de, baz1 farkliliklar
mevcuttur. Hepatositlerin yagli dejenerasyonu, NAFLD'de ALD'ye gore daha sik
goriiliir (144). NAFLD, basit steatozdan steatohepatit, fibroz, siroz ve daha sonra
insiilin direnci, hepatik oksidatif stres ve lipotoksisite etkisi ile hepatoselliiler
karsinom (HCC)’a ilerler. NAFLD'nin ilk asamalarinda basit hepatik steatoz meydana
gelir. Hepatositlerde az miktarda yag birikimi vardir. Ayrica iltihabi hiicre
infiltrasyonu ve hepatosit hasar1 izlenmez. Hepatositlerin %5'inden fazlasinda yag

birikiminin meydana gelmesi ile karacigerin metabolizmasi1 bozulmaya yol acar (1).

Karaciger hiicreleri, ROS'u 6nlemek ve agiga ¢ikan hasari onarmak i¢in giiglii
antioksidan enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmalara sahiptir. Antioksidan
enzimler, siiperoksit iyonunu hidrojen peroksit (H>O>) ve glutatyon peroksidaza (GPx)
doniistlirerek ortadan kaldiran sitozolik ve mitokondriyal siiperoksi dismutazi (SOD)
icerir. Peroksiredoksinler (Prx), tioredoksinler (Trx) ve glutaredoksinler (Grx) ve
peroksizomal katalaz (CAT) ile gorev alirlar. Ek olarak, indirgenmis glutatyon (GSH)
gibi enzimatik olmayan molekiiller karacigerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunur;
A vitamini, C vitamini, E vitamini, bilirubin, ubikinon ve iirik asit ROS'u ortadan

kaldirir ve azaltilmig protein ve lipid rezervlerini geri kazandirir (1).
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Sekil 7. Karaciger hiicrelerinde ROS iiretiminin ve NRF2 sinyal yolunun ana

kaynaklar1 (7).

Nitrik Oksit (NO), reaktif oksijen bilesikleri gibi oksidatif stres artisina neden
olabilen bir diger biyolojik molekiildiir. Cok sayida fizyolojik ve patofizyolojik islevi
tanimlanmistir. NO, nérotransmisyonu, vaskiiler tonusu, gen transkripsiyonunu,
mRNA translasyonunu ve post-translasyonel modifikasyonu diizenlemek gibi bir¢ok
farkli islevi ve molekiiler hedefi olan otokrin ve parakrin bir sinyaldir. NO'nun
biyolojik rolii genellikle konsantrasyona baglidir ve ii¢ izoformdan olusan nitrik oksit
sentaz (NOS) enzimi tarafindan iiretilir: Noronal NOS (nNOS), indiiklenebilir NOS
(INOS) ve endotelyal NOS (eNOS). Her ii¢ izoform, oksijen, indirgenmis nikotinamid-
adenin-diniikleotid fosfat (NADPH) ve tetrahidrobiopterin (BH4) temel substratlar ve
kofaktorler olarak kullanildiginda, L-arginin'i L-sitriiline doniistiirerek NO {iretimini
katalize eder. Bu izoformlar, hiicre tipi ve dokuya 6zgii ekspresyonu gostermektedir.

nNOS; merkezi ve periferik sinir sistemi hiicrelerinin yani sira ¢esitli organlarin epitel
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hiicrelerinde, pankreas hiicrelerinde ve vaskiiler diiz kaslarda eksprese edilmektedir.
INOS baslangicta enzim makrofajlarda tanimlanmistir; ancak, uygun uyaran
tanimlandiginda iNOS ifadesinin herhangi bir hiicre tipinde indiiklenebilecegi
gosterilmistir. iNOS tarafindan makrofajlar indiiklendiginde sitotoksisiteye yol agan
bir bagisiklik savunma mekanizmasi olarak dretilir. eNOS Oncelikle vaskiiler
endotelyal hiicrelerde eksprese edilmektedir. Burada NO iiretimini hizla artirmak ve
kan akis gerilimdeki artiglara yanit olarak vazodilatasyona neden olmak i¢in luminal
plazma membraninda bulunur. Endotel hiicrelerinde gii¢lii bir vazodilator olarak ilk
kesfinden bu yana, eNOS'un ¢esitli dokularda 6nemli diizenleyici islevler sagladigi
gosterilmistir. Kardiyomiyositlerde, trombositlerde, insan plasentasinda ve bdbrek

epitel hiicrelerinde de iiretildigi gosterilmistir (28).

eNOS'un aktivitesi, olumlu veya olumsuz yonde etkileyebilen ¢coklu bolgelerdeki
fosforilasyon ile kontrol edilir. ki uyaric1 bolge (S615, S1177), ii¢ inhibitér bolge
(S114, T495, Y657) ve eNOS aktivitesi lizerindeki etkisi belirlenemeyen iki bolge
(Y81, S633) dahil olmak iizere yedi fosforilasyon bolgesi karakterize edilmistir.
Ozellikle, eNOS'un AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK), serin/treonin protein
kinaz (Akt) ve protein kinaz A (PKA) tarafindan S1177 ve S615 fosforilasyonu
yoluyla aktive edilmesidir. Bu veriler eNOS aktivitesinin hem dis uyaranlar (Akt,
PKA) hem de hiicrenin i¢ metabolik durumu (AMPK) tarafindan modiile edilebilme
yetenegini gostermektedir. Birgok NAFLD terap6tigi, yag asidi inhibisyonu, artan yag
asidi oksidasyonu ve mitokondriyal biyogenezin uyarilmasi {izerindeki iddia edilen
faydalari nedeniyle AMPK aktivasyonunu hedeflemektedir. Bazi ¢alismalar, eNOS'un
metabolik faydalarin1 AMPK'ya bagl bir sekilde gosterebilecegi ve metabolizmanin
enerji durumunun bozuldugu senaryolarda obezite/NAFLD gibi 6nemli bir rol

oynayabilecegi fikrini desteklemektedir (25).
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Sekil 8. Hepatoseliiler endotelyal nitrik oksit sentazin (eNOS) Alkole bagli olmayan
yagli karaciger hastaligi (NAFLD) gelisiminde oynayabilecegi potansiyel roliin
sematik gosterimi (25).

2.4 Ferulik Asit

Ferulik Asit (FA), bitkilerde siklikla bulunan fenolik asit olup kimyasal formulii
[(E)-3-(4-hidroksi-3-metoksi-fenil) prop-2-enoik asit)]’dir (Sekil 8). FA, kuru fasulye,
bugday kepegi, misir kepegi, patlican ve enginar gibi bitkilerde yiiksek miktarda
bulunan yenilebilir bir fitokimyasaldir. Ferulik asit (FA), antimikrobiyal, antikanser
ve antidiyabetik etkilere ek olarak antioksidan ve antiinflamatuar 6zelliklere sahiptir
(145). Hiicre duvarindaki polisakkaritlere ve proteinlere baglanarak hiicre duvarinin
iskeletine katilir. FA, karaciger hiicrelerini koruyucu antimikrobiyal, antiinflamatuar,
diisiik konsantrasyonda antioksidan, yliksek konsantrasyonda veya metal iyonlari
varliginda antitimdr ve immiin modiilator gibi genis terapdtik etkilere sahiptir.
Yapilan bilimsel caligmalar, FA'nin NAFLD'yi iyilestirme etkisine sahip oldugunu
gostermistir (67). Yapilan bir caligmada, 5 haftalik erkek C57BL/6J farelerde, yiliksek
yagl diyet (HFD) ile indiiklenen alkole bagli olmayan yagli karaciger hastaligi
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(NAFLD) iizerindeki FA'nin koruyucu etkisi ve potansiyel mekanizmasi arastirilmisg
ve sonug olarak FA aktivitesinin HFD ile indiiklenen NAFLD’yi 6nledigi HFD+FA
grubunda lipid ve hepatik steatozun azalmasiyla mikroskopik diizeyde gosterilmistir

(75).

Sekil 9. Ferulik asitin kimyasal yapis1 (67).

Ferulik asitin ndrodejeneratif hastaliklar, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar,
inflamasyon ve ayrica bakteriyel ve viral enfeksiyonlarin tedavisinde 6nemli rol
oynadigi yapilan bilimsel c¢alismalarda gdosterilmistir. Pepsin gibi sindirim
enzimlerinin yapilar1 ve 6zellikleri lizerinde bir etki yaratmasi nedeni ile 6zel tibbi
amacli gida {rlinlerinin formiilasyonlarinda 6nemli bir bilesen olabilecegi

distintilmektedir (87).
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Sekil 10. Ferulik asit ve tiirevlerinin iligkili oldugu hastaliklar (118).

Ferulik asit ve tiirevleri yaygin olarak bulunur ve karaciger hasarini gesitli
sekillerde engelleyerek karacigeri koruyabilir. Hepatit-karaciger fibrozu/karaciger
sirozu-karaciger kanseri liglemesi, viral enfeksiyon, toksik maddeler ve ilaglar, alkolik
hepatit, alkolik olmayan steatohepatit, kolestatik siroz, otoimmiin karaciger hastaligi,
genetik metabolik hastaliklar vb. dahil olmak iizere cesitli hasar faktorleri, hepatosit
nekrozuna veya apoptozuna neden olur, cesitli sitokinleri serbest birakir, hepatik
stellat hiicreleri ve Kupffer hiicrelerini aktive eder ve kronik inflamasyona yol acar.
Karaciger fibrozu, bir dereceye kadar geri dondiiriilebilir olan enflamatuar
stimiilasyon ve hasar onariminin erken asamasidir. Patojenik faktorler ortadan
kaldirildiginda, aktive olmus olan hepatik stellat hiicrelerinde apoptoz meydana
gelmis, kollajen sentezi azalmis ve yikimi artmis, karaciger yapist ve fonksiyonu
iyilesmistir. Hasar ve kronik inflamasyon devam ederse, sonunda karaciger sirozu ve
karaciger kanserine doniisebilir. Ferulik asit bircok yonden karaciger hastaliklarinin

bircok tiirii tizerinde koruyucu bir etki olusturmaktadir (118).
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Bir antioksidan olarak FA'nin potansiyel mekanizmasi, FA'nin sadece serbest
radikalleri noétralize etmesi degil, ayn1 zamanda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumunu da inhibe etmesidir. Ek olarak, FA’nin siiperoksit dismutazin (SOD)
antioksidan fonksiyonunu arttirdig1 kanitlanmistir. FA’nin (1 uM), ROS {iretimini ve
CAT ve SOD seviyelerini diizenleyerek H,O, ile muamele edilmis morfolojisi epitel
olan HEK?293 hiicre hatt1 hiicrelerini koruyabildigi yapilan ¢alismalarda bildirmistir.
FA’nin doza bagimli olarak Nrf2 ve HO-1 ekspresyonunun niikleer translokasyonunu
desteklemesi, antioksidan o0zelligi ile paralel bir bulgu olmustur. FA’nin hem
oksijenaz-1(HO-1) ekspresyonunu diizenleyerek lipid peroksidasyonunu ve hiicresel

apoptozu onledigi gosterilmistir (119).

Ferulik asit cesitli fizyolojik islevler sergiler, 6rnegin fenolik cekirdegi ve
uzatilmis yan zinciri nedeniyle hem antiinflamatuar hem de antioksidan ozelliklere
sahiptir. FA, gli¢lii antioksidan potansiyelini a¢iklayan rezonans stabilize bir fenoksi
radikalini kolayca olusturur. FA'ya terapotik acidan bakildiginda, serbest radikal
olusumu, antioksidasyon ve antiinflamasyon iizerindeki yararhi etkileri, gii¢lii bir
antioksidan olarak dnemli bir rol oynamasini saglayan ROS olusumunu engelleyerek
hareket eder. FA'nin iyilestirici veya tedavi edici 6zelligi oncelikle kimyasal yapisini
olusturan aromatik halkaya bitisik hidroksil ve metoksi gruplarina baghidir (55, 115,
147, 148).

FA’nin antioksidan ve antiapoptotik mekanizmalarla in vivo iskemi
reperfiizyonunun neden oldugu bozulmus 6grenme ve hafizaya karsi koruyucu etkiler
gosterdigi gosterilmistir. Ayrica, Alzheimer hastaligi modeli olusturulmus fareye oral
FA tedavisi, B-sekretazi modiile ederek amiloidojenik amiloid B-protein Onciisii
metabolizmasint azaltir. Bu da FA’nin Alzheimer hastali§1 gibi ndrodejeneratif
hastaliklara karst umut verici bir bilesik oldugunu diistindiirmektedir (89, 115)
Yukaridaki biyoaktivitelere ek olarak, FA’nin antioksidan etkisi kanser,
kardiyovaskiiler hastalik ve diyabet dahil olmak iizere cesitli akut ve kronik
patolojilere karst dogrulanmistir. Cesitli calismalar, FA’nin uygun bir ila¢ dagitim
sistemine kapsiillenmesinin, diisiik ¢oziiniirliik ve diisiik stabilite nedeniyle FA
biyoaktivitelerini artirdigini1 bildirmistir. Carbone ve c¢alisma arkadaglari, FA ve

Lavandula esansiyel yaglarmin birlikte  verilmesinin iyilesmede hiicre
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proliferasyonunu ve gdocilinii destekledigini gostermistir. Calismalar, FA’nin bol
miktarda  farmakolojik  aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar, inflamasyon, diyabet, ndrolojik bozukluklar, karaciger
yaralanmalari, akciger yaralanmalari, tiimorler gibi bir¢ok hastaliklar iizerinde
terapotik etkisi oldugu gosterilmistir. FA’ nin ¢ok ¢esitli hastaliklar tedavi etmek veya
onlemek i¢in terapdtik potansiyele sahip oldugu acik olsa da ilgili ayrintili molekiiler

mekanizmalar iyi anlasilmamistir (139).

Ayrica FA, insiilin duyarliligini ve lipid profillerini iyilestirme, kan basincinm
diistirme, mezenterik arterlerin vaskiiler yeniden sekillenmesini dnleme ve vaskiiler
fonksiyonu gelistirme tizerinde faydali etkilere sahiptir (139). Yapilan bir ¢aligmada,
FA’nm hiicre i¢gi ROS’u, proapoptotik proteinleri, SMAC/Diablo ve Bad proteinlerini
azaltip MAPK sinyal yolunu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu sonuclar, FA’nin oksidatif
hasardan kaynaklanan nérodejeneratif hastaliklar i¢in potansiyel bir terapotik aday
olarak umut verici oldugunu ve bu konuda daha fazla arastirmanin tesvik edilmesi

gerektigini gostermektedir (95).
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Sekil 11. Ferulik asidin diger faktorlerin aracilik ettigi karaciger hasarinda ¢ok

hedefli rolii (118).

Kisaltmalar: FA, Ferulik asit; CCL4, karbon tetrakloriir; LPS, lipopolisakkarit; Con A,
concanavalin A; TGF-B, Doniistiiriicii Biiyiime Faktori Beta 1; PIP2, fosfati-
dilinositol-4,5-bisfosfat; PTEN, Fosfataz ve Tensin Homologu; PIP3,
Fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfat; PI3K, Fosfatidilinositol-4,5-Bisfosfat 3-Kinaz;
AKT, Protein Kinaz B; IKK, Niikleer Faktér Kappa B Kinaz Inhibitérii; IxB, Niikleer
Faktér Kappa B Kinaz Inhibitérii; GSK-3B, Glikojen Sentaz Kinaz 3 Beta; SP1, Spl
Transkripsiyon Faktorii; Nox4, NADPH Oksidaz 4; P22phox, Sitokrom B-245 Alfa
Zinciri; MAPK, Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz; NO, Nitrik Oksit; EDRF, Alfa
Hemoglobin Stabilize Edici Protein; eNOS, Nitrik Oksit Sentaz 3; Nrf2, NFE2 Benzeri
BZIP Transkripsiyon Faktorii 2; HO-1, Heme Oksijenaz 1.
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3 GEREC VE YONTEM
3.1 Gerec

Bu ¢alismada, Acibadem Mehmet Ali Aydimlar Universitesi Deney Hayvanlari
Merkezi (ACU-DEHAM)’nden temin edilen gen¢ yetiskin (7 haftalik) 200-250 g
agirhginda 40 adet Wistar albino erkek sigan kullanildi. Deneysel ¢alisma oncesi
Acibadem Mehmet Ali Aydmlar Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan
onay alind1 (HDK-2022/75).

3.1.1 Deney gruplar:

Bu calismada, geng yetiskin (7 haftalik) Wistar albino erkek si¢anlar (n=40, 200-
250 gr) kullanilmistir. Istatistiksel olarak anlamli sonug elde edebilmek i¢in, ¢alisma
gruplarinda ihtiya¢ duyulan sican sayis1 %80 gii¢, 0,05 istatistiksel anlamlilik ve 0,6
etki biiytikliiglinde ANOVA gii¢ analizi kullanilarak hesaplanmis ve toplam 5 gruptan
meydana gelen ¢alisma icin her grupta 8§ adet sigan olmasi gerektigi belirlenmistir (14).
Sicanlar deney siiresi boyunca 224+2°C sicaklikta, standart aydinlik/karanlik (12/12
saat) dongiisii olan laboratuvar ortaminda (Actbadem Universitesi Deney Hayvanlar
Laboratuvari) tutuldu. Sicanlar rastgele 5 gruba (n:8/grup) ayrildi. Deney grubundaki

tiim si¢anlara standart sican yemi ve ¢esme suyu ad libitum verildi.
Bu ¢aligmadaki deney gruplari su sekildedir:

1.Kontrol (K) grubu (n:8): Bu gruptaki siganlara 38 giin boyunca 1 ml distile su oral
gavaj yontemi ile glinde bir defa olmak {izere deney siiresi boyunca her giin verildi.
2. Ferulik Asit (FA) grubu (n:8): Bu gruptaki siganlara deneyin ilk 28 giinii 1 ml
dimetil siilfoksit (DMSO) soliisyonu oral gavaj yontemi ile verildi. Deneyin son 10
giiniinde ise FA soliisyonu giinde bir defa 25 mg/kg dozunda oral gavaj yontemi ile
verildi (58, 136).

3.Monosodyum Glutamat Grubu (MSG) grubu (n:8): Bu gruptaki siganlara MSG
ile karaciger hasar1 olusturmak amaciyla 28 giin boyunca giinde bir kez MSG

sollisyonu 600 mg/kg dozunda oral gavaj yontemi ile verildi (8,12).
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4.MSG+DMSO grubu (n:8): Bu gruptaki sicanlara deneyin ilk 28 giinii giinde bir kez
MSG soliisyonu 600 mg/kg dozunda oral gavaj yontemi ile verildi. Deneyin son 10
giiniinde ise DMSO giinde bir defa oral gavaj yontemi ile verildi (8, 12).

5. MSG+FA grubu (n:8): Bu gruptaki sicanlara deneyin ilk 28 giinii giinde bir defa
MSG soliisyonu 600 mg/kg dozunda oral gavaj yontemi ile verildi. Deneyin son 10
giiniinde ise FA 25 mg/kg dozunda olmak {izere giinde bir defa oral gavaj yontemi ile

verildi (12, 58).

Tablo 1. Deney hayvanlari1 gavaj uygulamasi.

0. Giin 28, gin Sighn

Konwol Grobu
Distile Su (1ml)

DMS0+FA Grobu | | 1
DMSO (1ml) FA (25 mg/kg) J

MSG Grubu || —— 25. Gn discksivon
MSG (600 mg/kg)

MSG+DMs0 Grobu | | ‘
MSG (600 mg/kg) DMSO (1ml)

MsG+FA Grobu | |

MSG (600 mg/kg) FA (25 mg/kg)

29. giinde ve 39. giinde ketamin (9 cc/kg) ve ksilazin (7 cc/kg) derin anestezisi
altinda sakrifiye edilen sicanlardan alinan karaciger doku ornekleri histokimyasal,
immiinohistokimyasal ve gecirimli elektron mikroskopik diizeyde incelenmek iizere
hazirlandi1. Karaciger doku ornekleri ve kalpten alinan kan ornekleri biyokimyasal

incelemeler i¢in kullanildi.
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Resim 1. Diseksiyonu yapilan bir sigan goriintiisii ve karaciger dokusu.

3.2 Yontem

3.2.1 Isik mikroskopik diizeyde doku preparasyonu

Deney hayvanlarindan alinan karaciger dokulari %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
asagidaki tabloda belirtilen basamaklara gore doku takip islemi gerceklestirildi
(Thermo Citadel 2000, Massachusetts, U.S.A.) (63, 76).

Deney gruplarina ait karaciger doku 6rnekleri belirtilen doku takibi agamalarinin
akabinde parafin bloklar icerisine gomiildii (Thermo Histostar, Massachusetts,
U.S.A.). Daha sonra parafin doku bloklarindan rotary mikrotom (Thermo-Shandon™
Finesse™ ME+-Massachusetts, U.S.A.) ile 5 um kalinliginda elde edilen kesitler

histolojik boyamalar i¢in lamlarin iizerine alind1.
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Tablo 2. Karaciger dokusuna uygulanan histolojik doku takip basamaklari.

Basamak Siire

%70 etil alkol 1 saat 30 dakika
%380 etil alkol 1 saat 30 dakika
%90 etil alkol 1 saat 30 dakika
%96 etil alkol 1 saat 30 dakika
%100 etil alkol Isaat 30 dakika
%100 etil alkol 1 saat 30 dakika
Ksilen 1 saat

Ksilen 1 saat

Parafin 12 saat

Parafin 3 saat

Kesitlere, karacigerde genel histolojik degerlendirme yapmak amaciyla
hematoksilen-eozin ve kollajen lif icerigi acisindan degerlendirmeye yonelik
Masson’un trikrom boyasi uygulandi. Ayrica doku kesitlerinde glikojeni gostermek
amaci ile Periyodik asit-Schiff (PAS) reaksiyonu uygulandi. Boyanmis olan kesitler
doku hasarinin derecesini belirlemeye yonelik olarak hepatositlerde steatoz ve
vakuolizasyon, sitoplazmada glikojen igerigi, parankimada iltihabi hiicre infiltrasyonu
ve bag dokusu dagilimi1 bazinda degerlendirildi. Hematoksilen-eozin ile boyanmis olan
karaciger kesitlerinde meydana gelen histopatolojik degisiklikler (hepatosit
dejenerasyonu, siniizoidlerde genisleme, 16kosit infiltrasyonu) 0 ile 3 arasinda (0;
hasar yok, 1; hafif derecede hasar, 2; orta derecede hasar, 3; siddetli hasar) maksimum
skor 9 olacak sekilde skorlandi. Periodic acid—Schiff reaksiyonu uygulanmis olan
karaciger kesitlerinde hepatositlerdeki glikojen boyanma yogunlugu kantitatif olarak
Image J (1.44 software, National Institutes of Health) programi kullanilarak

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

Karaciger doku kesitleri iceren lamlar genel histolojik degerlendirme igin
oncelikle 40 dakika boyunca ksilende bekletilerek parafin uzaklastirildi. Ardindan
dokularin su almasini saglamak icin azalan etil alkol serilerinde (%100, %90, %70)
10’ar dakika bekletildi. Distile sudan gecirildikten sonra kesitler %70 alkol’e daldirip
cikartildi. Daha sonra karaciger dokular1 10 dakika boyunca hematoksilen
solisyonunda (J.T Baker, Pensilvanya, U.S.A.) bekletildi. Bu asamay1 takiben 7
dakika boyunca akarsu (¢esme suyu) altinda tutuldu. Sonrasinda 1 dakika %70 etil

alkol uygulamasi sonrasi karaciger doku kesitleri eozinde (HistoplusTM) 5 dakika
bekletilerek boyandi. Ardindan kesitler sirasiyla birer dakika siireyle %70, %90, ve
%100 olmak tizere yiikselen konsantrasyonda etil alkol serisinde bekletilerek sudan
arindirildi. En son asamada 2 kere 1’er dakika ksilende tutulan doku kesitlerinin
seffaflandirilmas1 sonrasi, lamlar kapatma soliisyonu olan entallan ile kapatilip 151k

mikroskobunda inceleme yapildi (Zeiss A1 Axio Scope, Germany) (14).

3.2.4 Masson’un trikrom boyasi

Karaciger dokusundaki lif icerigini/dagilimini tespit etmek amaciyla Masson’un
trikrom boyasi uygulandi. Ilk asama olarak karaciger doku kesitleri 40 dakika siire
boyunca ksilende bekletilerek parafinin uzaklagsmasi saglandi. Sonrasinda doku
kesitleri 10 dakikalik periyotlarla azalan konsantrasyonda etil alkol serilerinde (%100,
%90, %70) bekletilip distile suda ¢alkalandi. Kesitler 1 saat boyunca 56°C’de Bouin
soliisyonu igerisinde etiivde bekletildi. Ardindan akarsu altinda 10 dakika bekletilen
kesitler sonra Weighert demirli hematoksilen (Merck, New York, U.S.A))
soliisyonunda 10 dakika bekletildi. Tekrardan akarsuda 10 dakika yikanan kesitler
distile suda calkalanip Beibrich Scarlet-asit fuksin soliisyonunda tutuldu. Distile suda
calkalanan kesitler Fosfomolibdik asit-Fosfotungistik asit (Katalog No: 79560, Sigma
Aldrich, Burlington, MA, U.S.A.) soliisyonunda 10 dakika stireyle bekletildi. Takiben
distile suda yikama olmaksizin direkt olarak kesitler 5 dakika anilin mavisi (Katalog
No: B8563, Sigma Aldrich, Burlington, MA, U.S.A.) soliisyonunda tutuldu.
Sonrasinda kesitler distile suda g¢alkalandiktan sonra 2 dakika %1’lik asetik asit

(Katalog No: 33209, Sigma Aldrich, Burlington, MA, U.S.A.) soliisyonunda
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bekletildi. Biitiin basamaklar tamamlandiktan sonra kesitler distile su ve ardindan
yiikselen konsantrasyonda etanol serisinden gecirildi. En son asamada kesitler
ksilenden gegirildikten sonra kapatma soliisyonu olan entallan ile kapatilip 151k

mikroskobunda inceleme yapildi (Zeiss A1 Axio Scope, Germany) (14).

3.2.5 Periyodik asit-Schiff (PAS) reaksiyonu

Karaciger hepatositlerin sitoplazmasindaki glikojen i¢erigini degerlendirmek igin
dokulara PAS reaksiyonu uygulandi. Lamlara alinan kesitler 30 dakika boyunca
ksilende bekletilerek parafin uzaklastirildi. Takiben 5’er dakika boyunca azalan
konsantrasyonda etil alkol serilerinden (%100, %90, %70) gecirilen kesitler distile
suda calkalandiktan sonra periyodik asitte (Katalog No:8222880100, Merck, New
York, U.S.A.) 20 dakika tutuldu. Sonrasinda 5 dakika boyunca kesitler akarsuda
bekletilip distile suda calkalandi. Ardindan kesitler Schiff reaktifinde 20 dakika
tutulup 12 dakika boyunca siilfiiroz asit soliisyonunda (Merck, New York, U.S.A.)
bekletildi. Karaciger doku kesitleri akarsu altinda 5 dakika bekletilip distile suda
calkalandiktan sonra dokudaki suyu uzaklastirmak i¢in yiikselen konsantrasyonda etil
alkol serisine (%70, %90, %100) alind1. Seffaflandirma islemi i¢in 3 dakika boyunca
2 kere ksilende bekletilen kesitler entellan kapatma soliisyonu ile kapatildi. Akabinde
kesitler 151k mikroskobunda incelendi (Zeiss A1 Axio Scope, Germany) (14).

3.2.6 eNOS immiinfloresan boyamasi

%4’liik paraformaldehit (PFA) (Katalog No: 1040051000, Merck, New York,
U.S.A)) ile 1 giin fikse edilmeyi takiben rutin doku takibi agamalarindan gecerek
parafine gomiilen karaciger doku 6rneklerinden rotary mikrotom (Thermo-Shandon™
Finesse™ ME+-Massachusetts, U.S.A.) ile ardisik olarak 5 um kalinliginda lisinli
lamlara kesit alindi. Almnan kesitler 20 dakika ksilende bekletilerek azalan
konsantrasyonda etil alkol serilerinden (%100, %90, %70) gecirildi. Daha sonra
kesitler mikrodalga firminda 1sitilmig sitrat tamponu icerisinde 1sitild1 ve 30 dakika
boyunca sogumaya birakildi. Plastik sale icerisine konulan sitrat tamponu mikrodalga
ile 1s1t1ld1 ve kesitler 20 dakika boyunca tamponun buharinda bekletilerek 15 dakika

boyunca sogumaya birakildi. Bir sonraki basamakta distile su ile 2 kere 5 dakika
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olacak sekilde yikama yapildi. Kesitlerin distile su ile yikama isleminden sonra
spesifik olarak baglanmay1 6nlemek i¢in kesitler %10 tamponlu ke¢i serumunda (Life
Technologies, U.S.A.) 1 saat boyunca inkiibe edildi. Ardindan Anti-eNOS (Ab-1177)
NOS3 primer antikoru (Katalog No: A01604-1, Boster Bio, Pleasanton CA, U.S.A)
uygulanarak +4 °C’de nemli ortamda 1 gece boyunca inkiibe edildi. Daha sonra
kesitler PBS soliisyonu ile 3 kere 5 dakika olacak sekilde yikandi. Oda sicakliginda 1
saat boyunca floresan isaretli keci anti-tavsan sekonder antikorunda (1:1000) (Katalog
No: A32740, Invitrogen, U.S.A.) kesitler bekletildi. Tekrardan PBS soliisyonu ile 3
kere 5 dakika olacak sekilde yikama yapildi. Kesitlere 4’6-Diamidino-2-fenilidol
(DAPI) igeren gliserollii kapatma sollisyonu (Katalog No: AR1176, Boster Bio,
Pleasanton CA, U.S.A) damlatilarak 5 dakika bekletildi. DAPI uygulamas1 sonrasi
yikama ic¢in 3 kere 5 dakika olacak sekilde PBS kullanildi. Son olarak floromount
(Katalog No:0100-35, Southern Biotech, Birmingham, AL, U.S.A) kullanilarak
kapatma islemi yapilarak kesitler konfokal mikroskobu (Zeiss LSM 700, Oberkochen,
Germany)) ile incelendi. Image J (1.44 software, National Institutes of Health)
programi kullanilarak elde edilen goriintiilerdeki 1s1ma yogunlugu hesaplandi (81, 110,

141).

3.2.7 Biyokimyasal incelemeler

Malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH) ve siiperoksit dismutaz (SOD), toplam
antioksidan kapasite (TAS), toplam oksidan kapasite (TOS) ve oksidatif stres indeksi
(OSI) seviyeleri biyokimyasal yontemleri kullanilarak karaciger dokusunda dlgiildii.
Deney hayvanlarina ait serum orneklerinde ise aspartat aminotransferaz (AST), alanin
aminotransferaz (ALT), alkali fosfataz (ALP) ve total bilirubin (TBLB) diizeyleri
olgtildii.

3.2.7.1 Karaciger dokusu biyokimyasal analizleri
3.2.7.1.1 Doku malondialdehit (MDA) seviyelerinin 6lciilmesi

Oksidan hasarin bir gostergesi olan MDA diizeyini 6lgmek i¢in doku 6rnekleri,

agirliklarinin 10 katina denk gelen miktarda %10°luk triklorik asit (TCA) soliisyonu
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ile homojenizasyonu takiben 3,000 devir ve +4 °C’de 15 dakika siireyle santrifiij
edildi. Stipernatanlar ayrilip 10,000 devirde 8 dakika daha santrifiije edildi. 1.56x10-5
M1 cm! katsayisi kullanilarak lipid peroksidasyon diizeyi MDA cinsinden
spektrofotometrik Ol¢limle ifade edildi. Tiim 6l¢iimler gram doku basina nanomol

olarak ifade edildi (nmol/g). Numuneler Otto Scientific kiti ile Mindray BS400

cihazinda tam otomatik olarak ¢alisildi (21).

3.2.7.1.2 Doku glutatyon (GSH) seviyelerinin élciilmesi

Doku ornekleri agirliklarinin 10 katina denk gelen miktarda %10’luk TCA
eklenerek her bir tiip 30 saniye boyunca homojenize edildikten sonra 3.000 rpm’de ve
+4 °C’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatanlar her birinden 2 ml olacak sekilde
plastik tiiplere nakledilerek bir kez daha 9.000 rpm’de 8 dakika santrifiij edildi. Doku
homojenatlari uzun cam tiiplere 250 pl aktarilarak tizerlerine 1000 pl NaHPO4 ve 125
ul DTNB eklenecek. Ardindan tiipler 10 dakika boyunca karanlik ortamda folyo ile
saris1 sekilde oda 1sisinda bekletilerek elde edilen renk degisimi spektrofotometrede
412 nm dalga boyunda okundu. Elde edilen absorbans dokudaki endojen antioksidan
GSH miktar1 diizeyi olarak umol/g olarak ifade edildi. Numuneler Otto Scientific kiti
ile Mindray BS400 cihazinda tam otomatik olarak ¢alisildi (21).

3.2.7.1.3 Doku siiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesinin dl¢iimii

Bu incelemede, ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak superoksid radikali
olusturulmas1 baz alinmistir. Superoksid radikallerinin 2-(4-iyodofenil)-3-(4-
nitrofenol)-5-feniltetrazdiyum kloriir (ILN.T.) ile reaksiyona girerek e kirmizi
formazan rengi olusturmasini takiben, doku Orneginin reaksiyondaki inhibisyon
derecesi ile SOD aktivitesi Ol¢iilir. Bu amacla, otomatik cihaz tarafindan Reaktif
1’den 150 pl alindi. Daha sonra 6rnekden 5 pl alindi. Akabinde kiivet icinde karistirilip
30 saniye sonra ilk okuma 340 nm yapildi. Bir sonraki asamada Reaktif 2’den 45 pl
karigtirildi. 5 dakika inkiibasyondan sonra ikinci okumada 340 nm’de absorbansin
Ol¢iilmesiyle SOD diizeyleri belirlendi. Tiim doku 6rnekleri Relassay marka ticari kit

(Relassay, Turkey) ile Mindray BS400 cihazinda tam otomatik olarak calisild1 (35).
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Tablo 3. Doku siiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesinin dl¢limii i¢in 6rnek hazirlama
tablosu.

Reaktif 1’a Karigik Subsrat
Ksantin (I.N.T.) 0,05 mmol/I-
0,025 mmol/l
Reaktif 1b Tampon Cozeltisi
CAPS 40 mmol/l, ph
10.2
EDTA 0,94 mmol/l
Reaktif 2 I mmol / L
Ksantin Oksidaz | Sulandirma (10
ml distile su ile)

3.2.7.14. Total antioksidan kapasite (TAS) ve total oksidan kapasite (TOS)

seviyelerinin olciilmesi

TAS ve TOS diizeylerinin tespit edilmesindeki ¢alisma prensibi, numunedeki
oksidanlarin ferrik iyonla tiimlesik ferr6z iyon-selatér kompleksini oksitlemesine
dayanmaktadir. Oksidasyon reaksiyonu reaksiyon ortaminda bol miktarda bulunan
cogaltan molekiiller ile uzar. Ferrik iyon asidik ortamda kromojen ile renkli bir bilesik
olusturur. Spektrofotometrede oOlgiilen rengin koyulugu numunedeki oksidan
molekiillerinin toplam miktarini verir. Total antioksidan kapasitenin (TAS) 6l¢iimii,
Relassay marka ticari kit ile yapildi (Relassay, Turkey). Calisma prensibi, numunedeki
antioksidanlar koyu mavi-yesil renkli ABTS radikal soliisyonunu, renksiz ABTS
formuna gevirir. 660 nm absorbansdaki degisim total antioksidan miktariyla iligkilidir.
Kitin kalibrasyonu E vitamini benzeri Trolox Equivalent ad1 verilen stabil antioksidan
standard1 ile yapildi. Otomatik cihaz tarafindan Reaktif 1’den 300 pl alindi.
Numuneden 18 pl alinmayi takiben kiivet i¢inde karigtirilip 30 saniye sonra ilk okuma
660 nm yapildi ve ardindan reaktif 2’den 45 pl kanstirilip inkiibatérde 5 dakika
bekletilip ikinci okuma 660 nm’de absorbans Sl¢iilmesiyle TAS diizeyleri belirlendi.
Numuneler Relassay kiti ile Mindray BS400 cihazinda tam otomatik olarak calisildi
(34).
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Tablo 4. Total antioksidan kapasitenin (TAS) dl¢iimii i¢in 6rnek hazirlama tablosu.

Reaktif 1 Tampon Cozeltisi

Asetat Tamponu | 0.4 mol/L pH 5.8

Reaktif 2 Prokromojen
Cozeltisi
ABTS 30 mmol/L

Standard Trolox 1 mmol/L
Kalite Kontrol | 0.5 mmol /L

Seviye 1 Trolox

Kalite Kontrol | 2.0 mmol /L

Seviye 2 Trolox

Total oksidan kapasitenin (TOS) 6l¢iimii, Relassay marka ticari kit ile yapildi
(Relassay, Turkey). Kitin kalibrasyonu hidrojen peroksit ile yapildi ve sonuglar litre
basma diisen mikromol hidrojen peroksit olarak verildi (umol H»O» Equiv. /L).
Otomatik cihaz tarafindan Reaktif 1’den 300 pl alindi, numuneden 45 pl alindi
ardindan kiivet i¢cinde karistirilip 30 saniye sonra ilk okuma 530 nm yapildi. Ardindan
reaktif 2°den 15 pl karistirildi ve inkiibatorde 5 dakika bekletilip ikinci okuma 530
nm’de absorbans dl¢iilmesiyle TOS diizeyleri belirlendi. Numuneler Relassay kiti ile

Mindray BS400 cihazinda tam otomatik olarak ¢alisildi (33).
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Tablo 5. Total oksidan kapasitenin (TOS) 6l¢iimii i¢in 6rnek hazirlama tablosu.

Reaktif 1 Tampon Cozeltisi
H2SO4 25 mM pHI1.75
Reaktif 2 Substrat Cozeltisi
H2SO4 25 mM pHI1.75
Ferr6z iyon 5mM
O-dianisidine 10nM

Standard H>O» 10 umol/L

Kalite Kontrol | 5 pmol/L
Seviye 1 H0»
Kalite Kontrol | 20 umol/L
Seviye 2 H,0»

3.2.7.1.5 Oksidatif stres indeksi (OSI) seviyeleri

Oksidatif stresin bir belirteci olarak gosterilen oksidatif stres indeksi (OSI), total
oksidan kapasite (TOS), total antioksidan kapasite (TAS)’ye boliinerek hesaplanabilir.
Oksidatif molekiil artisgina  yanmit olarak antioksidan molekiillerin  artiginin
gerceklesmesi, oksidatif hasar yoniinden sadece TOS Olgiimii degerlendirmesini
yaniltict hale getirebilmektedir. TOS/TAS oranindaki degisimin karsilagtirilmasi
sayesinde, oksidatif hasar i¢in yaniltic1 olabilecek antioksidan reaktif yanit devreden
cikarilarak, dogru bir karsilagtirma miimkiin olmaktadir TOS seviyelerinin TAS
seviyelerine oranmnin yiizde derecesi olarak ifade edilir. Orneklerin oksidatif stres
indeksi (OSI) hesaplanirken TAS diizeyleri 10 ile ¢arpilarak TOS diizeyleri ile birimler
esitlenir. Sonuglar Arbutrary Units (AU) olarak ifade edilmistir (48, 120).
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3.2.8.2 Serumda biyokimyasal analizler

3.2.8.2.1 Serum alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz

(AST) aktivitesinin 6lciilmesi

Serum alanin aminotransferaz (ALT) 6l¢iimii Otto Scientific marka ticari kit ile
yapildi. Calisma prensibi, alanin aminotransferaz enziminin L-Alanin ve 2-
Oksaglutarat arasindaki transaminaz reaksiyonunu katalize etmesine dayanmaktadir
Olusan piruvat, Laktat Dehidrogenaz (LDH) varliginda laktata indirgenir. NADH,
NAD’a oksitlenir. Bu amagla, birim zamanda NADH’nin azalma hiz1 340 nm’de
olgiildii. Otomatik cihaz tarafindan Reaktif 1’den 200 pl alindi. Daha sonra
numuneden 25 pl alinmasini takiben kiivet i¢inde karigtirilip 30 saniye sonra ilk okuma
340 nm’de yapildi. Akabinde Reaktif 2’den 50 pl karistirildi. 5 dakika inkiibasyondan
sonra ikinci okuma 660 nm’de absorbans Olclilmesiyle ALT diizeyleri belirlendi.
Numuneler Otto Scientific kiti ile Mindray BS400 cihazinda tam otomatik olarak

calisildi.

L-Alanin + 2-Oksaglutarat <—> L-Glutamat + Piruvat

Piruvat + NADH + H + <—> D-Laktat+ NAD+

Tablo 6. Serum alanin aminotransferaz (ALT) 6l¢limii i¢in 6rnek hazirlama tablosu.

Reaktif 1 Tris Tampon
Cozeltisi

L-Alanin-LDH 500 mmol/I-1200
U/L

Reaktif 2 Substrat Cozeltisi

NADH 0,18 mmol/l
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2-Oksaglutarat 15 mmol/l

Serum aspartat aminotransferaz (AST) aktivitesinin 6l¢iimii Otto Scientific marka
ticari kit ile yapildi. Calisma prensibi, AST bu denge reksiyonunu katalize eden
enzimdir. Oksaloasetat artis1, malat dehidrogenaz (MDH) tarafindan katalize edilerek
Olgiilir. 2. reaksiyonda NADH, NAD’a oksitlenir. NADH’deki azalma orano
spektrofotometrik olarak olgiiliir. Oksaloasetat olusum hiziyla ve dolayisiyla AST
aktivitesiyle dogru orantilhidir. Olgiime yonelik olarak, otomatik cihaz tarafindan
Reaktif 1’den 200 pl alindi. Akabinde numuneden 25 pl alindi, daha sonra kiivet iginde
karigtirilip 30 saniye sonra ilk okuma 340 nm’de yapilip ardindan Reaktif 2’den 50 pl
karigtirildi. 5 dakika inkiibasyondan sonra ikinci okuma 660 nm’ de absorbans
Olgiilmesiyle AST diizeyleri belirlendi. Numuneler Otto Scientific kiti ile Mindray
BS400 cihazinda tam otomatik olarak calisildi.

a-Ketoglutarat+ L-aspartat <—> L- glutamate + Oksaloasetat
Oksaloasetat + NADH + H+ <—> L-Malat + NAD+

Tablo 7. Serum aspartat aminotransferaz (AST) aktivitesinin Ol¢limii i¢in Ornek
hazirlama tablosu.

Reaktif 1 Tris Tampon
Cozeltisi

L-Aspartat-MDH | 200 mmol/I-600
U/L

Reaktif 2 Substrat Cozeltisi

NADH 0,18 mmol/l

a-Ketoglutarat 12 mmol/l
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3.2.8.2.2 Serum alkali fosfataz (ALP) aktivitesinin ol¢iilmesi

Serum alkali fosfataz (ALP) aktivitesinin 6l¢timii Otto Scientific marka ticari kit
ile yapildi. Caligma prensibi, Mg ve Z iyonlarinin varliginda p-nitrofenil fosfatin,
fosfatazlar tarafindan hidrolize edilerek fosfat ve p-nitrofenol olusturulmasina
dayanmaktadir. Bu reaksiyonda AMP, gecici fosfat alicis1 olarak gorev yapar. Renkli
p-nitrofenoliin salinim1 ALP aktivitesi ile dogru orantilidir. Bu amagla, otomatik cihaz
tarafindan Reaktif 1’den 200 pl alindi. Daha sonra numuneden 5 pl alindi ve
ardindankiivet i¢inde karistirilip 30 saniye sonra ilk okuma 405 nm’de yapilip ardindan
Reaktif 2’den 50 pl karistirildi.5 dakika inkiibasyondan sonra ikinci okuma 700 nm’
de absorbans dl¢ililmesiyle ALP diizeyleri belirlendi. Numuneler Otto Scientific kiti ile

Mindray BS400 cihazinda tam otomatik olarak calisildi.

Tablo 8. Serum alkali fosfataz (ALP) aktivitesinin 6l¢iimii i¢in 6rnek hazirlama
tablosu.

Reaktif 1 AMP Tampon
Cozeltisi

Magnezyum 2mmol/l

asetat

Zincsiilfat 0.5 mmol/l

EDTA

Reaktif 2 Substrat Cozeltisi

Pnitrofenilfosfat | 50 mmol/l

3.2.8.2.3 Serum total bilirubin (TBLB) seviyelerinin dl¢iilmesi

Total bilirubin (TBLB) konsantrasyonu Otto Scientific marka ticari kullanilarak
spektrofotometre yardimiyla (Mindray BS400) belirlendi. Bu 6Slgiimlerin ¢alisma
prensibi; kafein hizlandiricinin  varliginda total bilirubinin siilfanilik asitle

birlesmesine dayanmaktadir. Olusan kirmizi azobilirubin boyasinin renk yogunlugu
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bilirubin konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Calisma adimlari siralanacak olunursa;
otomatik cihaz tarafindan Reaktif 1’den 300 pl alindi. Daha sonra, numuneden 15 pl
alind1 ve kiivet i¢ginde karigtirilip 30 saniye sonra ilk okuma 510 nm’de yapilip
ardindan Reaktif 2’den 75 pl karistirildi.5 dakika inkiibasyondan sonra ikinci okuma
510nm’de absorbans 6l¢iildii ve TBLB diizeyleri belirlendi.

Tablo 9. Total bilirubin (TBLB) konsantrasyonu i¢in drnek hazirlama tablosu.

Reaktif 1 AMP Tampon
Cozeltisi
Sulfanilik acit 29 mmol/l
HCL
0,17 mol/1
Reaktif 2 Substrat Cozeltisi
Sodyum Nitrit 25 mmol/l

3.2.9 Geg¢irimli elektron mikroskopik diizeyde inceleme

Gegirimli elektron mikroskopik diizeyde inceleme i¢in karaciger doku ornekleri
%2,5’luk 0,1 M PBS tamponlu (pH 7,2) glutaraldehit fiksatifi (Katalog No: A0589,
PanReach AppliChem, Chicago, IL, US.A.) igerisinde 4°C'de 4 saat siire ile fikse
edildi. PBS tamponu ile yikamadan sonra %]1’°lik osmiyum tetroksitle (Katalog
No:19134, Electron Microscopy Science, Hatfield, PA, U.S.A.) doku o6rneklerine 1
saat postfiksasyon uygulandi. Ornekler, yiikselen konsantrasyonda etil alkol
serilerinden (%70, %90, %96, %100) gecirilerek dehidrate edildikten sonra saf
propilen oksitten (Katalog No:82320, Sigma Aldrich, Burlington, MA, U.S.A.)
gecirilerek 60°C’ deki etlivde Epon 812’ye gomiildii. Ultramikrotomda alinan yar1 ince
kesitlerin (1 um) toluidin mavisi boyasi ile boyanmasi sonrasi, yer tayini yapilmasini
takiben bakir gridler iizerine alinan yaklasik 60 nm kalinhigindaki ince kesitler

uranyless soliisyonu ile (Katalog No0:22409, EMS, Hatfield, PA, U.S.A.) ile
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kontrastlandi. Kontrastlama sonrasi kesitler, gecirimli elektron mikroskopunda

(Thermo Fischer Scientific TALOS L 120 C, The Netherlands) incelendi.

3.2.10 istatistiksel analiz

[statistiksel analizler i¢in GraphPad Prism 10 (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA) uygulamasi kullanildi. Tiim veriler ortalama + standart hata olarak ifade
edildi. Parametrelerin degerlendirilmesinde tek-yonlii varyans analizi (ANOVA) ile

Tukey-Kramer ¢oklu karsilagtirma testi ve Student t testi kullanilip p<0.05 anlamhi
olarak kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1 Deney Hayvanlarin Viicut Agirhiklari (g) ve Rolatif Karaciger Agirhklarinin

(g) Degerlendirilmesi

Deney gruplarina ait sicanlarin viicut agirlik degisimlerini saptamak i¢in deney
stiresince her giin viicut agirligi 6l¢timleri yapilmistir. Kontrol grubundaki siganlarin
ortalama agirligr 303,2 + 14,63 g olarak belirlenirken sican agirliklart DMSO+FA
grubunda 313,4 + 8,45 g, MSG grubunda 297,6 + 3,33 g, MSG+DMSO grubunda
3044 £ 7,69 g, MSG+FA grubunda ise 322,1 + 5,16 g olarak belirlendi. MSG,
DMSO+FA ve MSG+FA gruplarindaki deney hayvanlarinin agirliklart Kontrol
grubundaki hayvanlarin agirliklan ile karsilastirildiginda deney gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlamlilik gézlenmedi (Sekil 12).

Deney gruplarina ait siganlarin karaciger agirliklar: da degerlendirmeye alinarak
rolatif karaciger agirliklart hesaplanmistir. Rolatif agirlik su sekilde hesaplanmistir:
Karaciger Agirligix100/Viicut Agirhigr (83) Kontrol grubundaki siganlarin rolatif
agirlign 4,13 = 0,11 g, DMSO+FA grubunda 3,85 + 10,16 g, MSG grubunda 4,28 +
0,17 g, MSG+DMSO grubunda 3,87 + 0,13, MSG+FA grubunda ise 3,74 + 0,12 g
olarak belirlendi. Biitiin deney gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark

gbzlemlenmedi (Sekil 13).
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Sekil 12. Deney gruplarindaki sicanlarin viicut agirliklarinin degisimi.

Deney gruplart arasinda hayvan agirliklart karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gozlenmemistir.
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Sekil 13. Deney gruplarindaki sicanlarin rolatif karaciger agirliklarinin degisimi.
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4.2 Morfolojik Bulgular

Her deney grubundan alinan karaciger doku kesitleri 151k mikroskopik diizeyde
incelendi. Bu incelemeler sonucunda; H&E boyali Kontrol grubuna ait karaciger
kesitlerinde normal karaciger morfolojisi gozlendi. Kesitlerde hepatositlerin
merkezdeki santral venler etrafindan 1smsal yayilim gostererek hepatosit kordonlari
olusturdugu goriildii. Hepatosit kordonlarinin aralarinda bulunan siniizoidlerin normal
histolojik yapida oldugu belirlendi. Hepatositler bir ya da iki adet olmak {izere biiyiik
ve yuvarlak cekirdeklere sahip olup, eozinofilik sitoplazmalar1 mevcuttu (Resim 2).
DMSO+FA grubuna ait kesitlerde, Kontrol grubuna benzer olarak santral venler
etrafinda diizenli olarak yerlesen hepatosit kordonlar1 gézlendi (Resim 3). Kontrol
grubu ile MSG grubu kiyaslandiginda hepatositlerde yogun dejenerasyon ve
vakuolizasyon izlenirken siniizoidal alanlarda genisleme oldugu gozlendi. Ek olarak
periportal alanda 16kosit infiltrasyonu ve tiim parankimada vazokonjesyon gozlendi
(Resim 4). MSG+DMSO grubunda, MSG grubuna benzer olarak karaciger
parankimasinda hepatositlerde vakuolizasyon, genislemis siniizoidlerde vazokojesyon
ve parankimada l6kosit infiltrasyonu gozlendi (Resim 5). Tedavi grubu olan MSG+FA
grubunda ise MSG grubu ile karsilagtirlldiginda parankimada normale yakin bir
morfoloji izlenirken, hepatositlerde dejeneratif bulgularin ve parankimadaki 16kosit
infiltrasyonunun oldukg¢a azaldig1 gézlendi (Resim 6). Tiim gruplara ait bu morfolojik
bulgular yapilmis olan histopatolojik skorlamaya da yansidi. Tiim deney gruplarinin
histopatolojik skorlama degerleri Kontrol grubunda 0,62 + 0,18, DMSO+FA grubunda
2,00 = 0,35, MSG grubunda 6,66 + 0,42 ve MSG+DMSO grubunda 7,00 + 0,40,
MSG+FA grubunda 2,71 + 0,65 olarak belirlendi. MSG ve MSG+DMSO gruplari
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda histopatolojik skor istatiksel olarak arttig1

ok

(swrasiyla p <0,001, +++p <0,001) gozlendi. MSG+FA grubu ile MSG grubu
karsilastirildiginda ise histopatolojik skorun istatiksel anlamda azaldigi (" p<0,001)
gozlendi (Sekil 14).

Doku kesitlerine karaciger parankimasinda bulunan bag dokusu ve kollajen
liflerin dagilimint belirlemek i¢in Masson’un trikom boyast uygulandi. Kontrol

grubunda periportal alanda ve santral ven ¢evresinde normal seviyede bag dokusu
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icerigi izlendi (Resim 7). DMSO+FA grubunda da Kontrol grubuna benzer sekilde bag
dokusu yapilanmasi (Resim 8) seyrederken, MSG grubunda 6zellikle periportal alanda
ve santral ven cevresinde bag dokusu igeriginde yogun artis gozlendi (Resim 9).
MSG+DMSO grubuna ait kesitlerde de MSG grubuna benzer bir bag dokusu
yapilanmasi izlenirken (Resim 10), tedavi grubu olan MSG+FA grubunda periportal
alanda ve santral ven ¢evresinde bag dokusu igerigi MSG ve MSG+DMSO gruplarina
kiyasla daha azalmist1 (Resim 11).

Hepatositlerde glikojen igerigini belirlemek amaciyla yapilan PAS boyamasinda
Kontrol grubuna ait kesitlerde hepatosit sitoplazmalarinda glikojen varliginin belirteci
olan belirgin PAS-pozitif (+) reaksiyon gozlendi (Resim 12). DMSO+FA grubu
kesitlerinde Kontrol grubuna yakin sekilde hepatosit sitoplazmalarinda PAS+
reaksiyon mevcuttu (Resim 13). Hasar grubu olan MSG grubuna ait karaciger doku
kesitlerinde hepatosit sitoplazmalarinda PAS+ reaksiyonda belirgin olarak bir diisiis
seyrettigi gozlendi (Resim 14). MSG+DMSO grubu PAS pozitivitesi agisindan MSG
grubuna benzer diizeyde azalmig bir reaksiyon siddeti gostermekte idi (Resim 15).
MSG+FA grubuna ait kesitlerde ise hepatosit sitoplazmalarinda belirgin PAS+
reaksiyon gozlendi (Resim 16). PAS-pozitif reaksiyon yogunlugu degerleri Kontrol
grubunda 78111 + 5111, DMSO+FA grubunda 80254 + 5254, MSG grubunda 22217
+ 5217, MSG+DMSO 25275 + 5275, MSG+FA grubunda 51222 + 5222 olarak
saptandi. MSG grubu, Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda PAS-pozitif reaksiyon

koksk

yogunlugunda istatiksel olarak azalma ( p <0,001) gozlendi. Ayn1 zamanda

MSG+DMSO grubu ile DMSO+FA grubu karsilastirildig PAS-pozitif reaksiyon

yogunlugunda istatiksel olarak anlaml1 bir diisiis oldugu (+++p <0,001) gozlendi (Sekil
15).
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Resim 2. Kontrol grubuna ait 151k mikrografi.

Santral venden 1sinsal olarak uzanan hepatosit kordonlar1 ve aralarinda siniizoidal
alanlarin yer aldig1 normal bir karaciger parankima yapis1 goriilmektedir. SV: Santral
ven, PA: Periportal alan (H&E boyamast).
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Resim 3. DMSO+FA grubuna ait 151k mikrografi.

Karaciger parankimasi genel olarak normale yakin yapiy1 yansitmaktadir. SV: Santral
ven (H&E boyamast).
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Resim 4. MSG grubuna ait 151k mikrografi.

Karaciger parankimasinda dejenere olmus hepatositler (*), periportal alanda 16kosit
infiltrasyonu (P ), siniizoidlerde genisleme izlenmektedir. Inset: Santral vende
vazokonjesyon (—) goriilmektedir. SV: Santral ven, PA: Periportal alan (H&E
boyamasi).
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Resim 5. MSG+DMSO grubuna ait 151k mikrografi.

Karaciger parankimasinda 1sinsal olarak dizilen hepatosit kordonlarinda dejenerasyon
(*), sinlizoidlerde genisleme goriilmektedir. Inset: Santral vende vazokonjesyon (—)
gorlilmektedir. SV: Santral ven (H&E boyamasi).
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Resim 6. MSG+FA grubuna ait 151k mikrografi.

Hepatositlerde yer yer vakuolizasyon esliginde dejeneratif bulgular izlenirken normale
yakin bir karaciger yapisi goriilmektedir. Inset: Normal yapry1 yansitan hepatosit
kordonlar1 ve siniizoidler izlenmektedir. SV: Santral ven, PA: Periportal alan (H&E
boyamasi).
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Resim 7. Kontrol grubuna ait 1g1k mikrografi.

Karaciger parankimasinda normal bag dokusu dagilimi gozlemlenmektedir. SV:
Santral ven, PA: Periportal alan (Masson'un trikrom boyasi).
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Resim 8. DMSO+FA grubuna ait 151k mikrografi.

Karaciger parankimasinda Kontrol grubuna benzer diizeyde bag dokusu dagilimi
bulunmaktadir. SV: Santral ven, PA: Periportal alan (Masson'un trikrom boyast).
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Resim 9. MSG grubuna ait 151k mikrografi.

Karaciger parankimasinda periportal alanda yogun olarak bag dokusu artist
goriilmektedir. PA: Periportal alan (Masson'un trikrom boyasi).
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Resim 10. MSG+DMSO grubuna ait 151k mikrografi.

Karaciger parankimasinda periportal alanda yogun bag dokusu artis1 goriilmektedir.
Inset: Santral ven ¢evresinde bag dokusu artig1 gozlenmektedir. PA: Periportal alan
(Masson'un trikrom boyast).
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Resim 11. MSG+FA grubuna ait 151k mikrografi.

Santral ven ve portal alan ¢evresinde normale yakin diizeyde bir bag dokusu dagilimi
gorlilmektedir SV: Santral ven, PA: Periportal alan (Masson'un trikrom boyast).
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Resim 12. Kontrol grubuna ait 151k mikrografi.

Hepatositlerdeki yogun glikojen icerigi esliginde belirgin PAS+ reaksiyon
goriilmektedir. SV: Santral ven, PA: Periportal alan (PAS reaksiyonu).
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Resim 13. DMSO+FA grubuna ait 151k mikrografi.

Hepatositlerde normale yakin derecede glikojen glikojen igerigini yansitan PAS+
reaksiyon gozlemlenmektedir. SV: Santral ven (PAS reaksiyonu).
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Resim 14. MSG grubuna ait 151k mikrografi.

Karaciger parankimasinda azalan siddette PAS+ reaksiyonu esliginde hepatositlerde
glikojen kaybi goriilmektedir. SV: Santral ven (PAS reaksiyonu).
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Resim 15. MSG+DMSO grubuna ait 151k mikrografi.

Hepatosit sitoplazmasindaki glikojen igeriginin belirgin olarak azalmis oldugu azalan
siddettte PAS+ reaksiyonu ile izlenmektedir. SV: Santral ven (PAS reaksiyonu).
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Resim 16. MSG+FA grubuna ait 151k mikrografi.

Hepatositlerde Kontrol grubuna yakin diizeydeki glikojen igerigi belirgin PAS+
reaksiyonu ile goriilmektedir. SV: Santral ven (PAS reaksiyonu).
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Sekil 14. Karaciger dokusunun histopatolojik skor grafigi.

("p <0,001, """ <0,001 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. "*p<0,001 MSG grubu
ile karsilastirildiginda.)
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Sekil 15. PAS reaksiyonu yogunlugu grafigi.

( p <0,001 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. +++p <0,001 DMSO+FA grubu ile
karsilastirildiginda.)
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4.2 eNOS immiinfloresan Boyamasi Bulgulari

Deney gruplarinin  karaciger dokularindaki eNOS ekpresyon seviyeleri
incelenerek karsilastirilmistir.  eNOS  ekspresyonu tiim kesitlerde karaciger
parankimasinda hepatositlerde, santral ven ve damar endotelinde incelendi. Kontrol
grubu, DMSO+FA grubu ile kiyaslandiginda benzer diizeyde eNOS ekspresyon
seviyeleri gozlenmistir. Kontrol grubu ve DMSO+FA grubu ile MSG ve MSG+DMSO

grubu eNOS ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda santral ven, portal ven ve

kK

p<0,001,  p<0,001). MSG+FA
grubu, MSG ve MSG+DMSO grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir artig oldugu
(" p<0,001, PPPp<0,001) gdzlendi.

hepatositlerde anlamli bir diislis gdzlendi (sirasiyla
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NEGATIF

KONTROL KONTROL

DMSO+FA

MSG+DMSO MSG+DMSO

MSG+FA MSG+FA

Resim 17. Deney gruplarina ait karaciger kesitlerinde eNOS immiinfloresan

ekspresyon yogunlugunun karsilagtiriimasi.
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Negatif Kontrol (A-C), Kontrol (D-F), DMSO+FA (G-I), MSG (J-L), MSG+DMSO
(M-0), MSG+FA (P-S) gruplarinda eNOS 1s1mast yesil renkte, hepatosit niikleuslar
ise DAPI ile boyanarak mavi renkte gdzlendi (Kisa ok: endotelde ekspresyonun
gozlenmedigi alan, uzun ok: hepatositlerdeki ekspresyon P : endotelde ekspresyonun
gozlemlendigi alan, *: hepatositlerde diisiik eNOS ekspresyonu, **: hepatositlerde
yiiksek eNOS ekspresyonu).
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Sekil 16. Deney gruplarina ait eNOS yogunlugu grafigi.

koksk

( <0,001 Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda. +++p<0,001 DMSO+FA grubu ile
p

karsilagtirildiginda.  "p<0,001 MSG grubu ile Kkarsilastirildiginda PPPp<0,001
MSG+DMSO ile karsilastirildiginda)
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4.5 Biyokimya Bulgular
4.5.1 Doku MDA ve GSH, SOD, TAS, TOS ve OSI seviyeleri

Karaciger dokusunda lipid peroksidasyonun gdostergesi olan MDA seviyesi
acisindan incelendiginde elde edilen degerler; Kontrol grubunda 87,88 + 2,36 nmol/g,
DMSO+FA grubunda 84,31 £+ 1,51 nmol/g, MSG grubunda 119,9 + 10,78 nmol/g,
MSG+DMSO grubunda 144,6 £ 16,68 nmol/g, MSG+FA grubunda ise 108,1 +
5,85 nmol/g idi. MSG ve MSG+DMSO grubu ile Kontrol ve DMSO+FA gruplari ile

karsilagtirildiginda MDA konsantrasyonu seviyesinde istatiksel olarak anlamli bir artig

gozlendi (sirasiyla p<0,001,  p<0,001). MSG+FA grubu MSG ve MSG+DMSO

grubu ile karsilagtirildiginda ise MDA konsantrasyonu seviyesinde istatiksel olarak

anlaml1 bir diisiis gozlendi (+p<0,05) (Sekil 17).

Karaciger dokusunda endojen bir antioksidan olan glutatyon (GSH)
konsantrasyon seviyeleri incelendiginde elde edilen degerler; Kontrol grubunda 4,78
+ 0,77 umol/g, DMSO+FA grubunda 3,32 + 0,09 umol/g, MSG grubunda 3,77 + 0,33
umol/g, MSG+DMSO grubunda 3,77 + 0,11 pmol/g, MSG+FA grubunda ise 4,42 +
0,20 umol/g idi. MSG+DMSO grubu ile Kontrol gruplar ile karsilagtirildiginda GSH

*

konsantrasyon seviyesinde istatiksel olarak anlamli bir diisiis gozlendi ( p<0,001).

MSG+FA grubu ile MSG+DMSO grubu karsilastirildiginda ise GSH konsantrasyonu

seviyesinde anlamli bir artig gézlendi (++p <0,01) (Sekil 18).

Karaciger dokusunda antioksidan savunma sisteminin enzimlerinden olan SOD
enzim konsantrasyonu seviyeleri incelendiginde elde edilen degerler su sekilde idi:
Kontrol grubu 277,7 £ 9,47 U/ml protein, DMSO+FA grubu 184,7 = 9,93 U/ml
protein, MSG grubu 185,3 + 11,24 U/ml protein, MSG+DMSO grubu 154,6 +
7,43 U/ml, MSG+FA grubu 196,4 + 10,49 U/ml. MSG grubu ve MSG+DMSO grubu

ile Kontrol gruplar ile karsilastirildiginda SOD konsantrasyon seviyesinde istatiksel

olarak anlaml bir diisiis gézlendi (sirasiyla ***p<0,001, ***p<0,001). MSG+FA grubu
ile MSG+DMSO grubu karsilastirildiginda ise anlaml bir artis gézlendi Cp <0,05)
(Sekil 19).
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Karaciger dokusunda TAS seviyesi Kontrol grubunda 1,63 + 0,07 pmol/L,
DMSO+FA grubunda 1,54 £+ 0,15 pumol/L, MSG grubunda 1,35 + 0,11 umol/L,
MSG+DMSO grubunda 1,109 £+ 0,15 umol/L, MSG+FA grubunda ise 1,37 £+ 0,06
umol/L, olarak belirlendi. MSG+DMSO grubu ile Kontrol grubu karsilastirildiginda

kk

TAS seviyesinde istatiksel olarak anlamli bir diisiis gozlendi (  p<0,001). MSG+FA
grubu ve MSG+DMSO grubu ile karsilastirildiginda ise TAS konsantrasyonu
seviyesinde istatiksel olarak anlamli bir artis gozlendi (*p <0,05) (Sekil 20).

Karaciger dokusunda TOS seviyesi Kontrol grubunda 31,82 + 1,51 pmol/L,
DMSO+FA grubunda 35,09 + 1,18 umol/L, MSG grubunda 35,22 + 1,85 umol/L,
MSG+DMSO grubunda 38,24 + 2,36 pmol/L, MSG+FAgrubunda ise 32,86 + 1,62
umol/L, olarak belirlendi. MSG+DMSO grubu ile Kontrol grubu ile

karsilagtirildiginda TOS konsantrasyonu seviyesinde istatiksel olarak anlamli bir artig

gbzlendi ( p<0,05). MSG+FA grubu ve MSG+DMSO grubu ile karsilastirildiginda ise
TOS konsantrasyonu seviyesinde istatiksel olarak anlamli bir diisiis gozlendi ("p

<0,05) (Sekil 20).

Karaciger dokusunda OS] diizeyi Kontrol grubunda 1,95 + 0,16 AU, DMSO+FA
grubunda 2,54 + 0,33 AU, MSG grubu 2,74 + 0,28 AU, MSG+DMSO grubunda AU,
MSG+FA grubunda ise 3,33 + 0,65 AU olarak belirlendi. MSG+DMSO grubu ile

Kontrol grubu karsilastirildiginda OSI konsantrasyonu seviyesinde istatiksel olarak

*

anlamli bir artis gozlendi ( p <0,01). MSG+FA grubu, MSG+DMSO grubu ile

karsilastirildiginda ise OSI konsantrasyonu seviyesinde istatiksel olarak anlamli bir

diisiis gézlendi (+p<0,05) (Sekil 20).
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Sekil 17. Deney gruplarina ait MDA seviyeleri.
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( p <0,05 Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda.  p<0,001 DMSO+FA grubu ile
karsilastirildiginda. +p <0,05 MSG+DMSO grubu ile karsilastirildiginda.)
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Sekil 18. Deney gruplarina ait GSH seviyeleri.

( p <0,01 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. ++p<0,01 MSG+DMSO grubu ile
karsilastirildiginda.)
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Sekil 19. Deney gruplarina ait SOD seviyeleri.
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(* p<0,001 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. "p <0,05 MSG+DMSO grubu ile
karsilastirildiginda.)
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Sekil 20. Deney gruplarina ait TAS seviyeleri.

ke

( p<0,001 Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda. *p <0,05 MSG+DMSO grubu ile
karsilastirildiginda.)
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Sekil 21. Deney gruplarina ait TOS seviyeleri.

(*p<0,05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. p <0,05 MSG+DMSO grubu ile
karsilastirildiginda.)
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4.5.2 Oksidatif stres indeksi (OSI) seviyeleri

Sekil 22. Deney gruplarina ait oksidatif stres indeksi seviyeleri.

*

( p <0,01 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. +p<0,05 MSG+DMSO grubu ile
karsilastirildiginda.)

4.5.3 Serum ALT, AST ve ALP seviyeleri

Deney gruplarindaki ALT konsantrasyonu seviyeleri Kontrol grubunda 112,7 +
7,08 TU/L, DMSO+FA grubunda 106,4 + 14,18 IU/L, MSG grubunda 99,66 + 8,08
IU/L, MSG+DMSO grubunda 105,5 + 8,65 IU/L, MSG+FA grubunda ise 113,1 +
10,25 TU/L olarak belirlendi. Ancak deney gruplari arasinda ALT konsantrasyonu

bazinda anlamli bir fark gézlemlenmemistir (Sekil 23).

Deney gruplarindaki AST konsantrasyonu seviyeleri incelediginde Kontrol
grubunda 139,6 = 11,54 IU/L, DMSO+FA grubunda 118,5 + 22,04 IU/L, MSG
grubunda 119,9 + 12,37 IU/L, MSG+DMSO grubunda 121,7 + 7,12 IU/L, MSG+FA
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grubunda ise 139,1 + 13,62 IU/L olarak belirlendi. Ancak deney gruplar1 arasinda

anlamli bir fark gézlemlenmemistir (Sekil 24).

Deney gruplarindaki ALP konsantrasyon seviyeleri Kontrol grubunda 632,2 +
26,22 IU/L, DMSO+FA grubunda 759,4 + 45,11 IU/L, MSG grubunda 863,3 + 85,81
IU/L, MSG+DMSO  918,0 + 95,21 TU/L, MSG+APO grubunda ise 556,7 + 31,10
IU/L olarak belirlendi. MSG+DMSO grubu ile Kontrol grubu karsilastirildiginda ALP

*

konsantrasyon seviyelerinde istatiksel olarak anlamli bir artis gozlendi ( p<0,05).

MSG+FA grubu ile MSG+DMSO grubu karsilastirildiginda ise anlamli bir diisiis

belirgindi ( p<0,01) (Sekil 25).
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Sekil 23. Deney gruplarina ait ALT konsantrasyon seviyeleri.
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Sekil 24. Deney gruplarina ait AST konsantrasyon seviyeleri.
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Sekil 25. Deney gruplarina ait ALP konsantrasyon seviyeleri.

<0,05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. ++p<0,01 MSG+DMSO grubu ile
p g
karsilastirildiginda.)
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4.5.4 Serum total bilirubin konsantrasyon seviyeleri

Deney gruplarindaki total bilirubin konsantrasyonu seviyeleri incelendiginde
degerler su sekilde idi: Kontrol grubu 0,353 + 0,01 mg/dl, DMSO+FA grubu 0,338 +
0,01 mg/dl, MSG grubu 0,310 £ 0,01 mg/dl, MSG+DMSO grubu 0,345 £+ 0,01 mg/dl,
MSG+FA grubu 0,33 + 0,01 mg/dl. Ancak deney gruplar1 arasinda anlamli bir fark

gozlemlenmemistir (Sekil 26).
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Sekil 26. Deney gruplarina ait total bilirubin seviyeleri.

4.6 Geg¢irimli Elektron Mikroskopik Diizeyde Bulgular

Kontrol grubuna ait karaciger dokular1 gegirimli elektron mikroskobu diizeyinde
incelendiginde hepatositler, sinlizoid duvar yapis1 ve parankimaya ait yapilar normal
ince yapiy1 yansitmakta idi (Resim 18). Hepatositlerin normal yapidaki ¢ekirdek ve
cekirdekgiklere sahip oldugu, sitoplazmalarinda yogun krista yapisina sahip
mitokondriyon ve bol miktarda GER ve SER membranlarinin yer aldigi goriildii.
Hepatositlerin lateral yiizeylerinde safra kanalikiilleri ve apikal yiizeylerinde c¢ok

miktarda mikrovillusun yer aldigi izlendi (Resim 18). DMSO+FA grubuna ait
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kesitlerde de Kontrol grubuna benzer sekilde esliginde normal ince yap1 6zellikleri
gozlendi (Resim 20-21). Ayrica DMSO+FA grubunda siniizoid duvari normal bir

yapilanma gostermekte idi (Resim 22).

MSG grubuna ait karaciger kesitlerinin gegirimli elektron mikroskobu
diizeyindeki incelenmesinde, piknotik niikleus iceren hepatositlerin sitoplazmalarinda
yogun sekilde harabiyet gézlendi. Hepatositlerin diizensiz ve girintili yapidaki ve yer
yer piknotik cekirdeklerinde heterokromatin yapisinda artis izlendi (Resim 23).
Hepatosit sitoplazmalarinda yogun sekilde vakuolizasyon, ER membranlarinda
genisleme, mitokondriyon kristalarinda silinme ve yagli dejenerasyonu yansitan yogun
lipid damlacigi goézlendi (Resim 23). Siniizoid duvarinda endotel hiicrelerinde
diizensizlik izlendi (Resim 24). Karaciger parankimasinda safra kanalikiiliiniin
mikrovillus yapisinda kiintlesme ve silinme tarzinda harabiyet izlendi (Resim 25).
MSG+DMSO grubuna ait elektron mikrograflarda hepatosit sitoplazmasinda belirgin
dejenerasyon ER membranlarinda genisleme ve sismis mitokondriyonlar esliginde
gozlemlendi (Resim 26). Karaciger parankimasinda Disse araliginda diizensiz bir
yapilanma belirdi (Resim 27). iki hepatosit hiicresi arasinda yer alan safra kanalikiilii
yapisinda bulunan mikrovilluslarda kiintlesme ve silinme tarzinda harabiyet izlendi
(Resim 28). MSG+FA grubuna ait karaciger doku kesitlerinin gegirimli elektron
mikroskobu diizeyinde gerceklestirilen incelenmelerinde, hepatosit g¢ekirdek ve
cekirdekgik yapilarinda normale yakin ince yapi izlendi. (Resim 29-31). Karaciger
parankimasinda bazi hepatositlerde ER membranlarinda genisleme bazinda
vakuolizasyon esliginde dejeneratif bulgular goriilirken, safra kanalikiili yapilar

normale yakin ince yapida idi (Resim 32).
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Resim 18. Kontrol grubuna ait gegirimli elektron mikrografi

Hepatositlerde normal ince yapiyr yansitan niikleus, ¢ok sayida mitokondriyon,
graniillii ve graniilsiiz endoplazmik retikulum ve iki hepatosit arasinda safra kanalikiilii
yapisi izlenmektedir. N: Niikleus, GER: Graniilli ER, M: Mitokondriyon, SK: Safra
kanalikiilii, SER: Graniilsiiz ER (X3400).
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Resim 19. Kontrol grubuna ait gecirimli elektron mikrografi.

Siniizoid duvart (—) normal ince yapiyr yansitmaktadir. N: Nikleus, M:
Mitokondriyon (X6700).
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Resim 20. DMSO+FA grubuna ait ge¢irimli elektron mikrografi.

Karaciger parankimasi normal ince yapida gozlemlenen organeller esliginde
izlenmektedir. N: Niikleus (X4300).
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Resim 21. DMSO+FA grubuna ait gecirimli elektron mikrografi.

Karaciger parankimasinda normal ince yapt izlenmektedir. N: Niikleus, M:
Mitokondriyon (X6700).
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Resim 22. DMSO+FA grubuna ait gecirimli elektron mikrografi.

Karaciger parankimasinda siniizoid duvari (—) normal ince yapiy1 yansitmaktadir
(X8500).
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Resim 23. MSG grubuna ait ge¢irimli elektron mikrografi.

Hepatosit sitoplazmasinda yogun vakuolizasyon esliginde dejenerasyon ve piknotik
niikleus gozlenmekte olup endoplazmik retikulum membranlarinda genisleme (*) ve
mitokondriyon kristalarinda silinme (—) goriiliirken lipid damlaciklarinda artig
izlenmektedir. N: Niikleus, LD: Lipid damlacig1 (X3400).
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Resim 24. MSG grubuna ait ge¢irimli elektron mikrografi.

Siniizoid duvari ince yapist biitliinliigliniin bozulmus oldugu (—) ve SER

membranlarinda genisleme (*) oldugu gdzlemlenmektedir. M: Mitokondriyon, S:
Siniizoid (X6700).
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Resim 25. MSG grubuna ait gecirimli elektron mikrografi.

Iki hepatosit arasinda yer alan safra kanalikiiliiniin mikrovillus yapisinda kérelme (*)
goriiliirken hepatosit sitoplazmasinda mitokondriyon krista yapisinda bozulma (—) ve
sekil bozukluklar1 ve SER mebranlarinda genigleme (**) izlenmektedir. N: Niikleus,
GER: Graniillii ER, SK: Safra kanalikiili (X8500).

102



Resim 26. MSG+DMSO grubuna ait gegirimli elektron mikrografi.

Hepatosit sitoplazmasinda SER mebranlarinda yogun genislemeler esliginde
dejenerasyon gozlenmektedir. N: Niikleus, GER: Graniillii ER, M: Mitokondriyon. S:
Siniizoid (X3400).
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Resim 27. MSG+DMSO grubuna ait gegirimli elektron mikrografi.

Karaciger parankimasinda hepatosit ve sinlizoid duvari arasinda yer alan Disse
araliginda belirgin vakuolizasyon (*), hepatosit sitoplazmasinda endoplazmik
retikulum membranlarinda genisleme ve mitokondriyonlarda sekil bozukluklar1 (—)
ve hepatosit apikal yiizeyinde mikrovilluslarda kayip izlenmektedir. GER: Graniilli
ER, S: Siniizoid (X6700).
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Resim 28. MSG+DMSO grubuna ait geg¢irimli elektron mikrografi.

Iki hepatosit arasinda safra kanalikiilii yapisinda bulununan mikrovillus yapisinda
diizensiz yapilanma (*) goriilmektedir. N: Niikleus, M: Mitokondriyon, SK: Safra
kanalikiili (X8500).
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Resim 29. MSG+FA grubuna ait gecirimli elektron mikrografi.

Karaciger parankimasinda sinirli sayida vakuolizasyonu esliginde normale yakin
diizeyde ince yapt goriilmekte olup, bazi mitokondriyonlarda sekil bozuklugu
izlenmektedir. N: Niikleus, M: Mitokondriyon, SK: Safra kanalikiilii (X4300).
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Resim 30. MSG+FA grubuna ait gecirimli elektron mikrografi.

Karaciger parankimasinda siniizoid duvari ve Disse araligi (—) normale yakin
diizeyde ince yapiy1 yansitmaktadir. S: Siniizoid (X5300).

107



Resim 31. MSG+FA grubuna ait gecirimli elektron mikrografi.

Hepatosit  sitoplazmast normale yakin ince yapiytr yansitirken, baz
mitokondriyonlarda sekil bozuklugu izlenmektedir. N: Niikleus, M: Mitokondriyon
(X6700).
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Resim 32. MSG+FA grubuna ait gecirimli elektron mikrografi.

Hepatosit sitoplazmasinda yer yer az sayida ER membranlarinda genisleme (*)
izlenirken iki hiicre arasinda konumlanan safra kanalikiilii normale yakin ince yapida
gozlemlenmektedir. SK: Safra Kanalikiili (X6700).
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5 TARTISMA

Yapilan bu tez ¢alismasinda MSG’nin karaciger dokusu lizerinde olusturdugu
hasar ve bu hasara kars1 FA’nin iyilestirici etkisi histolojik, immunohistokimyasal,
biyokimyasal ve ge¢irimli elektron mikroskobu diizeyinde incelendi. Tiim deney
gruplarina ait siganlarin ortalama agirlik verileri karsilagtirildiginda istatiksel olarak
anlamli bir fark gézlemlenmemistir. Histokimyasal, immiinhistokimyasal ve ge¢irimli
elektron mikroskopik incelemelerde Kontrol ve DMSO+FA gruplarinda karaciger
parankimasi normal morfolojiye sahipken, MSG ve MSG+DMSO gruplarinda
hepatositlerde steatoz ve vakuolizasyon, siniizoidlerde dilatasyon, I6kosit
infiltrasyonu, parankimada artmis bag dokusu, hepatosit sitoplazmasinda azalmis
glikojen miktar1 ve eNOS immiin reaktivitesinde diisiis saptandi. MSG+FA grubunda
karaciger dokusu hasarinin, MSG ve MSG+DMSO gruplarina kiyasla anlamli sekilde
azaldig1 histopatolojik skorlamada belirgin sekilde goriilmektedir. Biyokimyasal
diizeydeki incelemelerde ise MSG ve MSG+DMSO gruplarinda MDA, TOS, OSI ve
ALP diizeylerinde artig goriiliirken, GSH, SOD ve TAS diizeylerinde diisiis belirgindi.
Tedavi grubu olan MSG+FA grubunda ise MDA, TOS, OSI ve ALP diizeylerinde
diistis goriiliirken, GSH, SOD ve TAS diizeylerinde artis izlendi. Bu biyokimyasal
verilere ek olarak ALT, AST ve TBLB diizeylerinde istatiksel olarak anlamli bir fark

gbzlemlenmemistir.

Utume ve arkadaslari, yetiskin Wistar albino siganlar ile yapmis olduklari
caligmada uygulanan MSG’nin 3 farkli dozunun (15g/L, 10g/L ve 8g/L) sicanlarda
kilo alimi iizerinde 6nemli bir etkisi olmadigint gostermislerdir (130). Maluly ve
arkadaglarinin yaptig1 diger bir caligmada (79) yeni dogmus erkek Wistar sicanlar 70
giinliik bir siire boyunca parenteral veya oral uygulama ile %1,0, %2,5 ve %5,0
seviyelerinde MSG igeren diyetlerle beslenmis ve subkronik tiiketimine bagh
metabolik degisikliklerin indiiksiyonunu degerlendirilmistir. Bu degisikliklerin
obezite, karbonhidrat metabolizmasindaki degisikliklere (glikoz ve insiilin direnci),
dislipidemi ve kardiyovaskiiler hastalik gibi metabolik sendromla ilgili bozukluklara
yol acabildigini gostermislerdir. Ancak aragtirmacilar MSG aliminin viicut agirhig
artis1 lizerinde herhangi bir etkisi olmadigini bildirmislerdir. Claire ve arkadaslari,

yaptig1 calismada yetiskin erkek sicanlarda %2 MSG takviyesinin metabolik ve
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fizyolojik etkilerini gézlemlemeyi hedeflemistir. Calismada 15 giinliik diyetten sonra
gruplar arasinda baglangi¢ ve son agirlik olmak iizere agirlik artis1 agisindan 6nemli
bir fark bulunmamustir. Buna ek olarak besin alim1 ve besin verimliligi oraninin (kilo
alimi/alman enerji) MSG takviyesinden 6nemli olgiide etkilenmedigi belirtilmistir
(22). Senaphan ve arkadaslari, erkek Wistar siganlar (220-250 g) ile yapmis olduklari
caligmada, yiiksek karbonhidrat ve yag (HCHF) diyeti ile beslenen deney
hayvanlarinda olusturulan metabolik sendrom (MS) ilizerinde ferulik asidin (FA)
roliinii gostermislerdir. Bu caligmada, FA takviyesi verilen sigan gruplarinin viicut
agirliklarinda anlaml bir fark bulunamamistir (114). Tiim bu literatiir verileri, bu

bazda deneysel ¢alismamizin bulgularini destekler niteliktedir.

Tez caligmamizda MSG’nin ve FA’nin kilo alimmna olan etkisini gosteren
bulgularimiz, literatiirdeki benzer ¢aligmalarin sonuglari ile paralellik gostermektedir.
Deney gruplarina ait sicanlarin ortalama agirliklarinin Olciilmesiyle elde edilen
verilerin istatistiksel analizi sonucu Kontrol grubu ile diger deney gruplar
karsilastirildiginda anlamli bir fark gozlemlenmemistir. Sigcanlarin ortalama agirlik
verileri ve karaciger agirliklarinin beraber olarak degerlendirmeye alinmasiyla
hesaplanan rolatif karaciger agirliklart arasinda da istatiksel olarak anlamli fark

goriilmemistir.

Monosodyum glutamat (MSQG), ¢esitli gida iirlinlerinde dogal olarak bulunan bir
amino asit olan L-glutamik asitten tiiretilen ve yaygin olarak kullanilan bir lezzet
arttiricidir. MSG’nin kabul edilebilir giinlik olarak alimi Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi (EFSA) tarafindan belirlenen 30 mg/kg agirlik/glin diizeyini astig
diistintilmektedir. Avrupa {ilkelerindeki ortalama giinliik tiiketim 0,3-1,0 g/giin
civarinda olup Asya'da 1,0 g/glin'i agmakta oldugu ileri stiriilmektedir (2, 13, 86).
MSG lezzet arttirict olarak degeri kanitlanmis olsada hem hayvan hem de insan
caligmalarindan elde edilen sonuglar, en diisiik dozda olsa dahi bu gida maddesinin
toksik etkilere sebep oldugu gosterilmistir (96). MSG obezite, metabolik bozukluklar,
Cin Lokantas1 Sendromu, norotoksik etkiler ve lireme organlari lizerindeki zararh
etkileri ile iliskilendirilmistir. Glutamik asit tatsiz bir molekiil olsa da sodyum ile
birlesimi tat reseptor hiicrelerinde glutamat reseptdrlerinin aktivasyonuna yol acar.

Boylece normal fizyolojik ve patolojik siire¢lerde hayati rol oynayan
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norotransmitterlerin salinimina neden olur (3). Glutamat reseptorleri {i¢ grup
metabotropik reseptdér (mGIluR) ve dort siif iyonotropik reseptorden (NMDA,
AMPA, delta ve kainit reseptorleri) olusmaktadir. Tiim bu reseptor tipleri merkezi sinir
sistemi boyunca mevcuttur. Ozellikle otonomik ve metabolik faaliyetleri kontrol
ettikleri hipotalamus, hipokampus ve amigdalada ¢ok sayidadirlar. Buna ek olarak
reseptOr tipleri belirli beyin bolgelerine sinyaller gondererek belirgin bir tat duyusuna

neden olur (149).

Birgok klinik 6ncesi deneysel ¢alisma MSG'nin obezite, merkezi sinir sistemi,
testis, ovaryum, uterus, bobrek ve karaciger gibi farkli dokularda toksik etki
gosterdigine isaret etmektedir. Kardiyovaskiiler hastaliklar ve hipertansiyon da
MSG'nin baglica yan etkilerinden bazilar1 olarak kabul edilmektedir. MSG, oksijen
radikalleri ve hidrojen peroksit iiretimi ile oksidatif stresi indiikleyerek oksidatif DNA
hasarina, hiicre zarlarinin peroksidasyonuna ve hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Bu
olumsuz etkilerin vitaminler, mineraller gibi ¢esitli antioksidanlarin reaktif oksijen
tirlerini  veya lipitlerin peroksidasyonunu engellemesi ile Onlenebilecegi

belirtilmektedir (13, 90).

Literatiirde ¢esitli calismalarda MSG uygulamasimin hepatotoksisiteye neden
oldugu bildirilmistir. Yetiskin Wistar si¢anlarda, kirk iki giin boyunca giinliik olarak
0,04 g/kg ve 0,08 g/kg MSG igeren bir gida karigim ile diizenli beslenmeyi takiben,
karaciger doku Orneklerinde bozulmus membran gegirgenligine bagli olarak,
parcalanmis eritrositler ve dejenerasyona ugramis hepatositlerle birlikte merkezi
hepatik vende dilatasyonlar bildirilmistir. ilgili ¢alismada, monosodyum glutamat
tilketiminin yiiksek dozlarda yetiskin Wistar sicanlarinin karaciger dokusu tizerinde
zararl etki gosterdigi ve buna bagli olarak karaciger fonksiyonlarini olumsuz anlamda

etkileyebilecegi sonucuna varilmistir (37).

Waer ve arkadaslari, yetigkin erkek albino Wistar siganlara (120-125 g) 28 giin
boyunca 200, 400 ve 600 mg/kg/viicut agirligi/giin dozunda oral yol ile MSG
uygulamis olup, kontrol grubuna ise oral yol ile salin (10 mL/kg viicut agirligi/giin)
vermistir. Caligmanin sonucunda, her ii¢ MSG dozajinin da dislipidemide, inflamatuar

yanitta ve hepatokardiyak belirte¢ enzimlerinde artisa neden oldugunu ve bunlarin
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hepsinin hepatik ve kardiyak toksisite anlamina geldigini ortaya koymuslardir.
Arastirmacilar, artan MSG aliminin hiperlipidemik kosullar olusturarak karaciger
glikojenini, serbest yag asitlerini, fosfolipidleri ve trigliserid igerigini artirdigin
gostermislerdir. Bu ¢aligma sonucunda MSG'nin redoks dengesini bozarak oksidatif

strese neden olduguna isaret etmislerdir (52).

Yapilan baska bir calismada 25 giinliikk yenidogan farelere 75 giin boyunca
uygulanan 2 mg/viicut agirligi/giin MSG dozu enjeksiyonunu takiben karaciger
histopatolojisi incelenmistir. incelenen karaciger doku &rneklerinde parankimada
hepatosit kordonlarinda diizensizlik, siniizoitlerde vazokonjesyon ve liimende partikiil
birikimi, irilesmis Kupffer hiicreleri ve santral ven ¢evresinde inflamatuar hiicreler
izlenen histopatolojik bulgular olarak belirtilmistir. Hepatosit hiicre membraninda
dejenerasyon, sitoplazmada vakuollesme ve piknotik niikleus izlenen diger bulgular
arasinda yer almigtir. Kesitlere PAS reaksiyonu uygulamasmi takiben, hepatosit
sitoplazmasinda glikojen iceriginin azalmasini igaret eden ile PAS reaksiyonunun
siddetinde belirgin bir azalma goriilmiistiir. Bu calisma sonucunda, MSG enjekte
edilen farelerde hepatositlerde vakuollesme esligindeki belirgin dejenerasyonun
merkezi ven c¢evresinde daha belirgin oldugu vurgulanmigtir. Hepatositlerin
vakuolasyonu balonlagma dejenerasyonu olarak tanimlanmis ve zararli maddelere

kars1 bir tiir hiicresel savunma mekanizmasi olarak yorumlanmistir (124).

Yapilan bir diger deneysel ¢alismada monosodyum glutamatin (MSG) 16 giinliik
inkiibasyona tabi tutulan tavuk embriyolarinin karaciger morfolojisinde neden oldugu
degisikliklerin belirlenmesi amaglanmistir. Arastirmada ortalama agirliklar1 60-62 g
olan 50 adet tavuk yumurtasi kullanilmistir. Kontrol grubunun yani sira, diger gruba
ait yumurtalara (MSG grubu) kulugkanin 0. giiniinde MSG (0.1ml/yumurta)
uygulanmistir. Kontrol ve MSG uygulanan gruptaki tavuk embriyolarinin karaciger
yapisini karsilastirmak i¢in 16. giinde gegirimli elektron mikroskopik inceleme igin
karaciger doku oOrneklerinden ultra ince kesitler hazirlanmistir. Gegirimli elektron
mikroskopik diizeydeki incelemede, MSG grubunda karaciger hiicreleri, siniizoidler
ve safra kanallarinda harabiyet gozlenmistir. Bu degisikliklerden bazilar
hepatositlerde ¢ekirdek konformasyonundaki ve niikleer zarftaki degisiklikleri iceriyor

olup kromatin dagiliminda artis gozlemlenmistir. Ayrica, graniilsiiz endoplazmik

113



retikulum membranlarinda hiicresel stres ve hasar1 gosteren yapisal dejenerasyonlar,
mitokondriyon ve Golgi cisimciginde hasar, lizozomlarda ve lipid damlaciklarinda ise

artis izlenmistir (39).

Ortalama agirliklar1 180-200 gram olan 60 adet yetiskin sigan kullanilan bir
calismada monosodyum glutamatin neden oldugu karaciger hasari iizerinde C
vitamininin potansiyel koruyucu etkisi 151k ve elektron mikroskopik diizeyde
incelenmistir. Deney hayvanlarina 1 ay boyunca oral yolla serum fizyolojik verilmis
(kontrol grubu) olup, diger gruba bir ay boyunca monosodyum glutamat (4 mg/kg
viicut agirligi/giin, oral yoldan salin i¢inde ¢6zlilmiis) verilerek deneysel karaciger
hasar1 olusturulmustur. Ugiincii deney grubuna ise bir ay boyunca C vitamini
(500mg/kg viicut agirligi/giin, oral yoldan) verilmis ve uygulamadan 2 saat sonra
monosodyum glutamat (4 mg/kg viicut agirligi/giin, tuzlu suda ¢6ziinmiis, oral yoldan)
uygulanmigtir. MSG ile deneysel karaciger hasar1 olusturulan sicanlarin 11k
mikroskopik diizeydeki doku incelemelerinde vazokonjesyon izlenen santral ven ve
siniizoidler belirgin sekilde genislemis ve parankimada Iokosit infiltrasyonu
goriilmistliir. Baz1 hepatositlerde sitoplazmada vakuollesme ve piknotik c¢ekirdek
izlenmistir. Masson’un trikrom boyasi uygulanan kesitlerde santral venden tiim
parankimaya dogru ilerleyen artmis diizeyde bag dokusu izlenmistir. Hepatositlerde
glikojen igerigi azalan siddette PAS reaksiyoni esliginde gozlenmistir. Benzer bulgular
gecirimli elektron mikroskopik diizeyde de izlenmistir. Antioksidan bir madde olan C
vitamini ile tedavi edilen sicanlara ait karaciger doku kesitlerinin hem 151k hem de
gecirimli elektron mikroskopik diizeydeki incelemelerinde, dokulardaki MSG’ye bagh
olusan histopatolojik dejenerasyonda belirgin azalmanin goriilmesi ile karaciger

dokusunda belirgin iyilesme oldugu kanisina varilmaigstir (85).

Yapilan bir calismada, MSG ile indiiklenen deneysel karaciger hasari lizerinde
aposininin iyilestirici etkisi arastirilmistir. 28 erkek Sprague-Dawley sican kontrol,
APO, MSG ve MSG + APO gruplar seklinde dort gruba ayrilmistir. 28 giin boyunca
kontrol grubu siganlara oral yoldan distile su verilmis olup MSG ve MSG+APO
gruplarina ise 120 mg/kg MSG oral olarak verilmistir. APO ve MSG+ APO gruplarina
deneyin son 5 giinii boyunca DMSO ile hazirlanan 25 mg/kg APO oral yoldan

verilmistir. Kontrol ve APO grubunda normal yap1y1 yansitir morfoloji goriilmiistiir.
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MSG grubunda hepatositlerde vakuolizasyon esliginde stetaoz, 16kosit infiltrasyonu,
bag dokusunda artis ve PAS reaksiyonu siddetinde azalma goriilmiistiir. Buna ek
olarak oksidatif hasar1 vurgulayan apoptotik hiicreler ve NOX-2 pozitif hiicreler sayica
artis gostermistir.  MSG + APO grubunda ise hepatositlerde daha az derecede
vakuolizasyon, periportal alanda azalmig l6kosit infiltrasyonu, normal yapida kollajen
lif ve bag dokusu ve PAS reaksiyonunda artis gozlemlenmistir. Ek olarak apoptotik
hiicre ve NOX-2-pozitif hiicre sayisinda azalma gozlemlenmistir. Bdylece,
histopatolojik skorlama esliginde anlamli iyilesme oldugu izlenmistir. Bu bulgular,
APO’nun monosodyum glutamatin neden oldugu karaciger hasarmi azaltmada

potansiyel bir koruyucu rol oynayabilecegini gostermistir (14).

Yapilan bir diger benzer calismada, C vitamininin si¢anlarda monosodyum
glutamat ile indiiklenen deneysel karaciger hasar1 Tlizerindeki olas1 etkisi
degerlendirilmistir. Bu ¢alismada deney hayvanlar1 3 gruba ayrilmustir: Ilk gruba %0,9
NaCl igeren diyet; ikinci gruba 6 mg/g MSG igeren diyet; iiclincli gruba ise 6 mg/g
MSG igeren diyet ve ardindan 45 giin boyunca C vitamini (500 mg/kg) verilmistir.
Ikinci gruba ait incelenen karaciger doku kesitlerinde santral vende dilatasyon,
hepatositlerde dejenerasyon, sismis mitokondriyon, piknotik ¢ekirdek ve genislemis
endoplazmik retikulum membranlart gibi ciddi degisiklikler izlenmistir Ayrica hem
karbonhidrat hem de proteinlerde belirgin azalma, ki-67 ve p53 proteinlerinin
ekspresyonunda onemli degisiklikler de goriilmiistiir. Bu ¢aligmadaki tiim veriler
MSG kaynakli karaciger hasarini isaret etmistir (29). Ugiincii grupta ise sadece
monosodyum glutamat ile tedavi edilen sicanlarin karacigerine kiyasla hepatositlerde
hidropik dejenerasyonda belirgin sekilde azalma, kollajen birikiminde azalma ve bag
dokusu liflerinde bir iyilesme goriilmiistiir. Ayrica, normal sekilli kaba endoplazmik
retikulum, niikleolus ve niikleer zarf seklinde ultrastriiktiirel degisikliklerde bir
iyilesme oldugu da goriilmiistiir. C vitaminin 6nemli bir antioksidan aktiviteye sahip
olmasindan dolay1 reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyerek MSG kaynakli

olusan hasar tlizerindeki olumlu etkisinin olustugu kanisina varilmistir.

Takai ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, MSG uygulanan C57BL/6J erkek
farelerin metabolik 6zellikleri ile karacigerlerinde ve yag dokularinda meydana gelen

histolojik degisiklikler aragtirllmigtir. MSG grubunu olusturan farelere deri altina 4
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mg/g MSG enjeksiyonu uygulanirken, kontrol grubuna ait farelere ise ayn1 hacimde
salin enjeksiyonu uygulanmistir. Diger bir grup fare ise metiyonin ve kolinden fakir
diyetle (MCD) beslenmistir. MSG uygulanan farelerin serum insiilin ve kolesterol
seviyeleri kontrol grubundaki farelere kiyasla daha yiiksekken, MCD diyeti ile
beslenen farelerde bunun tam tersi durum gozlenmistir. Hem MSG hem de MCD
gruplarina ait farelerin karacigerlerinde mikrovezikiiler steatoz ve inflamatuar hiicre
infiltrasyonu tespit edildi. MSG grubundaki farelerin epididim dokusunda genislemis
adipositler, karaciger dokusunda ve epididimal yag dokusunda sirasiyla monosit ve
M1 makrofaj sikliginin arttig1 gozlendi. Bu ¢alisma sonucunda, MSG uygulamasinin
hiperinstilinemi ve hiperkolesterolemiye neden olmakla beraber, eozinofil, lenfosit,
notrofil, plazmasit, mast hiicreleri ve makrofajlarin hiicresel infiltrasyonuna,
hepatositlerde lipozom birikimine ve nihayetinde alkolik olmayan steatohepatite

(NASH) yol agtig1 bildirilmistir (125).

Calismamizda, literatiirdeki calismalara benzer olarak MSG’nin karaciger
dokusunda olusturdugu hasar ve FA’in tedavi edici bu hasar1 151k mikroskobu
diizeyindeki incelemeler sonucunda gozlemlendi. Wistar albino siganlardan alinan
karaciger dokusu 6rneklerinden elde edilen kesitlerin H&E boyamasi ile incelenmesi
sonucu Kontrol grubu ve DMSO+FA karaciger doku 6rneklerinin normal morfolojiyi
yansittig1 goriliir iken, MSG ve MSG+DMSO uygulanan hasar gruplarinda karaciger
parankimasinda belirgin harabiyet bulgular1 izlenmistir. Histopatolojik skorlama ile de
belirgin olarak vurgulanan bu bulgular hepatik steaosis, hepatositlerde vakuolizasyon,
glikojen iceriginde azalma, periportal alanlarda ve santral ven cevresinde lokosit
infiltrasyonu ve siniizoidlerde genisleme seklinde izlenmistir. MSG+FA grubunun ise
Kontrol grubuna yakin bir morfolojiyi yansittig1 ve artmis olan dejeneratif bulgularin
bu tedavi grubunda anlamli olarak azaldigi histopatolojik skorlama esliginde

goriilmiustiir (Sekil 14).

Calismamizda, 151k mikroskobu diizeyinde karaciger parankimasinda bag dokusu
dagilimim goézlemlemek icin kesitlerin Masson’un trikrom boyasi ile boyanmasi
sonucunda Kontrol grubu ve DMSO+FA grubunda santral ven c¢evresinde, periportal
alanda ve sinilizoid duvarinda bag dokusu dagilimi normal diizeyde izlendi. Ancak

hasar gruplar1 olan MSG ve MSG+DMSO gruplarina ait karaciger doku kesitlerinde
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yukarida belirtilen parankimal bolgelerde bag dokusunda belirgin artis izlendi. Tedavi
grubu olan MSG+FA grubuna ait karaciger doku kesitlerinde ise bag dokusu dagilimi

Kontrol grubuna yakin diizeyde goriintiilendi.

Tiim deney gruplarinda karaciger doku kesitlerinde hepatositlerde glikojen
icerigini gozlemlemek i¢in uygulanan Periyodik Asit-Schiff (PAS) reaksiyonu
sonucunda Kontrol grubu ve DMSO+FA grubunda karaciger hepatosit
sitoplazmalarinda belirgin PAS reaksiyonu esliginde yaygin glikojen dagilim
goriilmekte iken MSG ve MSG+DMSO gruplarinda glikojen icerigindeki azalmay1
vurgulayan PAS reaksiyonunun siddetinde azalma izlendi (Sekil 15). Tedavi grubu
olan MSG+FA grubu karaciger doku kesitlerinde ise hepatosit sitoplazmalarindaki
glikojen dagilimlar1 Kontrol grubuna yakin diizeyde PAS reaksiyonu esliginde

goriintlilendi.

Caligmamizda gecirimli elektron mikroskobu diizeyinde karaciger dokular
incelendiginde Kontrol ve DMSO+FA grubunda normal ince yap1y1 yansitan hepatosit
sitoplazmasi, siniizoid duvari ve parankima gozlemlenmistir. MSG ve MSG+DMSO
gruplarinda hepatosit sitoplazmalarinda vakuolizasyon, GER ve SER membranlarinda
genisleme, mitokondriyonlarda krista kaybi ve sekil bozuklugu ve safra
kanalikiillerinin mikrovillus yapilarinda kiintlegsme/silinme izlenmistir. MSG+FA
grubuna ait karaciger doku kesitlerinde ise yer yer dejenerasyon goriiliirken normal

ince yap1 gozlemlenmistir.

Calismamiz igerigindeki histokimyasal ve gecirimli elektron mikroskopik
diizeydeki bulgular, yukarida belirtilen literatiir verileri ile uyumlu olarak

nitelendirilmistir.

Ferulik asit (FA) bitkilerde yaygin olarak bulunan ve antioksidan kapasitesi ile
bilinen bir fenolik asittir. Wang ve arkadaslari, ferulik asitin sicanlarda Aflatoksin B1
(AFB1) kaynakli karaciger hasari iizerindeki onleyici etkisini ve bunun altinda yatan
mekanizmalar1 arastirmak lizere bir ¢aligma yapmislardir. Aflatoksin’in B1 (AFB1)
CYP450 enzimleri tarafindan katalize edilen epoksidize metaboliti aflatoksin B1-8,9-
epoksit (AFBO) aracilifiyla oksidatif strese ve hepatosit apoptozuna neden oldugu
bilinmektedir. Bu ¢aligmada 6 haftalik erkek Wistar siganlar klasik diyetle (kontrol
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grubu), 300 pg/kg AFB1 standard: igceren diyet ile (AFB1 grubu), 300 pug/kg AFB1
diyeti ile ve 120 mg/kg FA diyeti ile (A+F grubu) ve 120 mg/kg FA ile beslenmistir
(FA grubu). Caligma sonucunda; FA uygulamasinin AFB1'in neden oldugu piknotik
cekirdek, inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve hepatosit dejenerasyonu gibi
histopatolojik degisiklikleri hafiflettigi, AFB1'in neden oldugu hepatositlerde olugan
oksidatif hasar, hepatoseliiler apoptoz ve hepatoselliiler karsinom gibi serolojik
indekslerin yiikselmesini engelledigini ve karacigerde AFBO iiretimini azalttig1 ve
AFBI1 ile indiiklenen CYP450 ekspresyonundaki artisin dnemli 6l¢iide azaldigi
gosterilmistir. Boylece, FA'nin CYP450 enzimini inhibe ederek, antioksidan yolak
Nrf2/GST'yi uyararak, ROS ve MDA f{iretimini inhibe ederek, SOD ve GST gibi
antioksidan enzimleri aktive ederek ve mitokondriyal yolu yeniden diizenleyerek

sicanlarda AFB1 kaynakl karaciger hasarina karsi etkili oldugu belirlenmistir (136).

Ferulik asitin, giiclii bir antioksidan Ozeligi tasiyan fitokimyasal bir madde
oldugunu gosteren baska bir calismada, 7-8 haftalik 24 erkek Wistar sigan1 (150-160
g) kullanilmistir. Metotreksatin (MTX) uygulanan si¢anlarda deneysel karaciger hasari
olusturularak oksidatif stres, inflamasyon, Nrf2/HO-1 sinyali ve Peroksizom
Proliferator ile Aktive Edilen Reseptor-y (PPARy) 'nin aktivasyonu esliginde FA’nin
antioksidan rolii aragtirllmigtir. Grup I'e tek bir intraperitoneal (i.p.) salin enjeksiyonu
yapilirken, grup II-IV'e 16. giinde 20 mg/kg MTX verilmistir. Grup I ve II 15 giin
boyunca agizdan %0,5 karboksimetil seliiloz (CMC) almistir. Grup III ve IV'e 15 giin
boyunca %0,5 CMC i¢inde ¢oziilmiis 25 ve 50 mg/kg FA oral olarak verilmistir. 19.
giinde hayvanlar tiyopental anestezisi altinda sakrifiye edilmis ve analizler i¢in kan ve
karaciger ornekleri toplanmistir. Kontrol hayvanlarina ait kesitlerde normal karaciger
morfolojisi izlenirken MTX uygulamasi, hepatositlerde vakuolizasyon esliginde
dejeneratif degisiklikler, steatoz, aktif Kupffer hiicreleri, inflamatuar hiicre
infiltrasyonu dahil olmak iizere bir¢ok morfolojik degisiklige yol agmistir. MTX
uygulanan sicanlarin karaciger dokusunda reaktif oksijen tiirleri, lipit peroksidasyonu
ve nitrik oksitin arttig1 goézlemlenmistir. Ek olarak MTX’in, serum transaminaz,
alblimin ve bilirubin diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla artisa neden oldugu
belirlenmistir. MTX ile indiiklenen karaciger hasarini 6nlemek i¢in FA uygulanan
deney grubuna ait karaciger kesitlerinde parankimanin normale yakin morfolojiyi

yansittigi, gézlenmis olup, FA uygulamasinin, karaciger fonksiyonlarin1 normale
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dondiirdiigii, Nrf2/HO-1 sinyalini ve PPARy'yi aktive ederek ve oksidatif stresi,
inflamasyonu ve hiicre Oliimiinli azaltarak MTX hepatotoksisitesini Onledigi

belirlenmistir (77).

Yapilan bagka bir ¢calismada, C57BL/6 erkek ve disi fareler (22-24 g) kullanilarak
FA'nin antifibrotik etkilerini arastirmak amaglanmistir. Deney hayvanlar1 kontrol
grubu, CCls grubu, CCls+ FA (diistik doz) grubu, CCls+ FA (orta doz) grubu ve CCl4+
FA (yliksek doz) grubu olmak iizere 5 gruba ayrilmistir. 8 hafta boyunca kontrol
grubuna oral yoldan 1 ml/kg zeytinyag: verilirken, karaciger fibrozisini indiiklemek
icin diger gruplara haftada iki kez oral yoldan 1 ml/kg CCl4 verilmistir. CCls + FA
gruplarina son 4 hafta boyunca oral yoldan farkli dozlarda (25, 50 ve 100 mg/kg)
olmak iizere FA verilmistir. Bu ¢alisma sonucunda CCly verilen gruplarda indiiklenen
inflamasyon, fibrotik karaciger hasar1 ve parankimada kollajen lif artis1
gozlemlenirken, FA ile tedavi edilen gruplarda ise FA'nin bu etkileri iyilestirdigi
bildirilmistir. FA’nin farkli karaciger hiicrelerinde AMPK fosforilasyonu yoluyla
hepatik oksidatif stresi, makrofaj aktivasyonunu ve HSC aktivasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir. FA'nin CClg'tin neden oldugu fibrotik yanitlart O6nemli Olciide
onledigini, hepatositlerdeki balonlasma tarzi dejeneratif bulgularin ve parankimadaki
16kosit infiltrasyon alanlarinin ayrica kollajen liflerdeki artisin azaldigt H&E ve
Masson'un Trikrom boyamalar1 esliginde belirgin sekilde gdsterilmistir. CCls
uygulanan grupta malondialdehit (MDA) kontrol grubuna kiyasla belirgin sekilde
artarken, sliperoksit dismutaz (SOD) seviyesinin azaldig1 gosterilmistir. FA’nin MDA
seviyesini onemli Ol¢iide diisiirdiigii, yliksek doz FA verilen grupta SOD seviyesinin
yiikseldigi goriilmiistiir. Serumda biyokimyasal analizlerin sonucunda CCl4'iin alanin
transaminaz (ALT) ve aspartat transaminaz (AST) seviyelerini 6nemli dlgiide artirdig
ve FA uygulamasi yapilan gruplarda ise bu degerlerin belirgin sekilde diisiise gectigi
goriilmiistiir (134).

Tiim bu literatiir verilerine paralel olarak, calismamizda MSG etkisi ile olusan
karaciger doku harabiyetinin antioksidan etkisi bilinen ferulik asit (FA) uygulamasi ile
belirgin derecede iyilestigini histopatolojik skorlama esliginde izledik. MSG
uygulanmast sonucu olusan karaciger hasarmi sonrasi goriilen hepatik steatoz,

hepatositlerde vakuolizasyon, l6kosit infiltrasyonu, siniizoidlerde genisleme gibi
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degisiklikler FA uygulamasi sonucunda 6nemli derecede diizelmistir. Ek olarak,
MSG+FA grubunda santral ven ve portal alan ¢evresinde normale yakin bir bag
dokusu dagilim1 ve hepatosit sitoplazmalarinda normal seviyede glikojen dagilimi
gozlemlenmistir. Gegirimli elektron mikroskopik diizeyde incelemelerde FA
uygulanan grupta, MSG etkisi ile olusan hepatositlerde steatoz, mitokondriyon, apikal
mikrovillus ve safra kanalikiilii mikrovillus yapilarinda bozulma ve piknotik niikleus
gibi ince yap1 diizeyindeki bozukluklarin FA’nin etkisi ile belirgin bir azalma
gostererek karaciger dokusunda normale yakin ince yap1 gozlemlenmistir. Karaciger
dokusunda MSG ile indiiklenen oksidatif strese bagli artis gdsteren MDA, TOS ve OSI
seviyeleri FA uygulamasi sonucunda azalmistir. Benzer sekilde oksidatif strese bagh
olarak diisiis gdsteren GSH, SOD ve TAS seviyelerinde ise yiikselme goriilmiistiir.
Boylece, FA uygulamasini sonucunda karaciger dokusunda meydana gelen hasarin ve
oksidatif stresin azaldigini gosteren histolojik bulgular, biyokimyasal parametrelerle

desteklenmektedir.

NO sentezini saglayan {i¢ nitrik oksit sentaz (NOS) izoenzimi vardir. Bunlardan
esas olarak vaskiiler endotelde bulunan izoenzim endotelyal-NOS (eNOS) olarak
adlandirilir ve endotel fonksiyonlarini korumak igin gereklidir. Bu sebeple eNOS'un
ekspresyonu (belirli bir genin ne kadar aktif oldugunu gdsteren protein iiretimi) veya
aktivitesini belirlemek i¢in bircok calisma yapilmaktadir. Azimifar ve arkadaslari,
caligmalarinda hepatositler, Kupffer hiicreleri, siniizoid duvarini déseyen endotel
hiicreleri, stellat hiicreleri ve intrahepatik kolanjiositler gibi yiliksek oranda
saflagtirllmis murin hepatik hiicre tiplerini elde etmek ic¢in yogunluk gradyan
santrifiijleme ve manyetik afinite hiicre ayirma tekniklerini kullanmistir. Gelismis bir
stvi kromatografisini kullanarak saflagtirilmis olan hepatositlerde eNOS'un, Kupffer
hiicrelerinde ve endotel hiicrelerindeki yiiksek ekpresyonunu belirlemislerdir. Ayni
yontemi kullanan Sheldon ve arkadaslari, manyetik aktive hiicre ayirma ve
immiinofloresan kullanarak C57BL/6J farelerinden izole edilmis primer hepatositlerde
eNOS ekspresyonunu gostermiglerdir. Bir diger calismada obez Otsuka Long-Evans
Tokushima Fatty (OLETF) sicanlarda hepatik steatozdan NASH'a gecis sirasinda
normal hepatik eNOS aktivasyonunun énemli 6l¢iide azaldig1 gosterilmis ve karaciger
hastaliginin ilerlemesinde sirasinda eNOS seviyelerinde diisiis gdzlemlenmistir (11,

107,116) Aktive olmus Kupffer hiicreleri ve hepatik stellat hiicrelerinde azalmis eNOS
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aktivitesi ve azalmig NO iiretimi diger benzer ¢alismalarda gosterilmis olup, bu

bulgular literatiirdeki benzer ¢alismalar1 destekler niteliktedir (126, 135).

Yapilan bir ¢alismada, hepatositlerde endotelyal nitrik oksit sentaz seviyesinin
(eNOS), alkole bagl olmayan yagl karaciger hastaligi (NAFLD) ve alkole bagh
olmayan steatohepatit (NASH) patolojisinde etkin oldugunu gdstermeyi
hedeflemislerdir. Artmig steatoz, hepatositlerde balonlagsma ve inflamasyon goriilen
hastalarda paralel olarak histopatolojik skorlamada yiikselme izlenirken, hepatik
mitokondriyal yag asidi oksidasyonunda azalma ve hepatik protein ekspresyonunda
diisiik oranda mitofaji proteini ile beraberinde azalmis hepatik eNOS ekspresyonu
gosterilmistir. /n vitro ve in vivo kosullarda ise hepatositlerde eNOS'un asir1 eksprese
edilmesi durumunda hepatositlerde mitokondriyal solununum artmis ve bu durumun

Bati diyetinin neden oldugu NASH'" hafiflettigi gosterilmistir (107).

Lee ve arkadaslarinin yaptigi diger bir ¢alismada metiyonin-kolin eksikligi
(MCD) diyetiyle indiiklenen NASH'de relaxin-2 ile tedavi edilen farelerde hepatik
eNOS aktivasyonunun arttig1, Kupffer hiicresi ve stellat hiicre aktivasyonunun ise
azaldig1 izlenmistir. Aragtirmacilar NASH gelisimini dnlemeye yonelik olarak eNOS

aktivite diizeylerinin 6nemli bir kriter olabilecegini 6ne siirmiislerdir (74).

Fernand Gobeil ve arkadaslari sigan hepatositlerinin lizofosfatidik asit (LPA) ile
uyartlmast ile iNOS ve mPGES-1 (mikrozomal prostaglandin E sentaz-1) erken
genlerinin LPA1 reseptor aracili ve nitrik oksit bagimli regiilasyonunu gdstermeyi
hedeflemislerdir. LPA hem hiicre dist hem de hiicre i¢i bir aract oldugundan,
organellerin niikleer eNOS'un aktivasyonu ve ardindan NO {iretimi iizerine iNOS gen
ekspresyonunu kendi baglarina indiikleyip indiikleyemeyeceklerini degerlendirmek
icin bu deneyleri yiiksek oranda saflastirilmis sican hepatik c¢ekirdekleri iizerinde
yapmiglardir. Sican hepatoma hiicreleri iizerinde gergeklestirilen LPA ile uyarilma
izerine periferik bolgelerden niikleer bolgelere dinamik bir eNOS translokasyonu ve
spesifik antikorlar kullanilarak immiinogold etiketleme ile sican karaciger
orneklerinde konfokal mikroskobu kullanilarak eNOS'un niikleer lokalizasyonu in
situ olarak  gosterilmistir. Dolayisiyla, eNOS aktivitesi iNOS gen ifadesinin

diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamistir. Bu baglamda eNOS’un c¢ekirdekte
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dagildig1 gozlemlenmistir. Bu veriler eNOS aktivasyonunun sadece siniizoid duvarini
doseyen endotel hiicrelerinde degil; hepatositlerde de eNOS varligint giiglii sekilde
ifade etmektedir (42).

Tez calismamizda, immiinohistokimyasal olarak endotelyal nitrik oksit sentaz
(eNOS) reaksiyonlarinin dagilimi ve yogunlugu incelendiginde; gruplar arasinda
anlamli farkliliklarin oldugu belirlendi. MSG ve MSG+DMSO grubu ile Kontrol
grubu ve DMSO+FA grubu karsilastirildiginda eNOS immiin reaktivitesinin
hepatositlerde, Kupffer hiicrelerinde, santral ven ve damar endotelinde anlaml1 olarak
azaldig1 gozlenirken tedavi grubu olan MSG+FA grubunda kontrol grubuna yakin
seviyede anlamli bir artis oldugu gozlendi. MSG ile olusturulan hasar gruplarinda
eNOS ekspresyon seviyelerinin diisiik olmasi, olasi bir mekanizma olarak MSG’nin
oksidatif stresi artirmasi ve nitrik oksit (NO) iiretimini azaltmasi ile iligskilendirilebilir.
Diisik eNOS ekspresyonunun, nitrik oksit iiretiminde azalma ve dolayisiyla
vazodilatasyonun da (damar genislemesi) azalmasi gibi etkilerle oksidatif hasarin
artmasina katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir. MSG ve FA kombinasyonu ile
tedavi edilen grupta ise yiiksek eNOS ekspresyonunun gézlenmesi, FA'nin MSG'nin
neden oldugu hasar iizerindeki tedavi edici etkisini destekler niteliktedir. FA'nin eNOS
ekspresyonunu artirmasi, NO iiretimini artirabilir ve dolayisiyla oksidatif stresin

azaltilmasina ve doku iyilesmesinin tesvik edilmesine yardimer olabilir.

Yapilan bir deneysel ¢aligmada, 3 aylik erkek Wistar albino siganlara (180-200 g)
gavaj yoluyla 10 giin boyunca 0,6 mg/g viicut agirhigi dozunda uygulanan
monosodyum glutamat (MSG), lipid peroksidasyonunu (LPO) o6nemli olgiide
indiiklemis, indirgenmis glutatyon (GSH) seviyesini ise diisiirmiistiir. Bu bulgular 10
giinliik uygulamadan 24 saat sonra gozlenmistir. Alanin aminotransferaz (ALT),
aspartat aminotransferaz (AST) ve gama glutamil transferaz (GGT) aktiviteleri de
MSG uygulamasini takiben deney hayvanlarinin serumda 6nemli 6l¢iide artmistir.
Diger bir grupta 10 giin boyunca MSG ile ayn1 zamanda verilen E vitamini (0,2 mg/g
viicut agirligl) LPO diizeyini 6nemli 6l¢lide azaltmis olup, serumdaki ALT, AST ve
GGT aktivitelerinde de de 6nemli dl¢iide azalma izlenmistir. Ilgili alismada 0,6 mg/g

viicut agirligi dozundaki MSG'nin siganlarda oksidatif stres ve hepatotoksisiteyi
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indiikledigi, E vitamininin ise MSG kaynakli olusan oksidatif stres ve

hepatotoksisiteyi onemli 6l¢iide onledigi gosterilmistir (100).

Yapilan bir diger ¢caligmada, 95 g agirliginda yetiskin Wistar albino sicanlara 14
giin boyunca 0,6 ve 1,6 mg/g viicut agirligr dozlarinda deri altindan enjeksiyon ile
monosodyum glutamat uygulanmistir. Farkli dozlarda MSG uygulanan diger deney
gruplarina ayni siire boyunca MSG ile birlikte sirasiyla C vitamini (0,3 mg/g viicut
agirhigl) ve E vitamini (0,2 mg/g viicut agirligr) uygulanmistir. Karaciger fonksiyonlari
ile ilgili olarak, MSG uygulamasi etkisi ile serumda alanin aminotransferaz (ALT) ve
v glutamil transferaz (GGT) aktivitesi onemli ol¢giide artarken, serum total protein,
albiimin ve serum total bilirubin seviyeleri belirgin olarak azalmistir. Sonug olarak,
0,6 ve 1,6 mg/g viicut agirlig1 dozlarindaki MSG'nin karaciger fonksiyonlari iizerinde
olumsuz bir etkiye neden oldugu ve bunun da MSG'nin karaciger dokusunda
indiiklemis oldugu oksidatif strese bagli olarak olustugu gosterilmistir. C vitamini ve
E vitamini takviyesinin ise karaciger fonksiyonlar1 tizerinde MSG'nin neden oldugu

oksidatif stresi onleyebildigi izlenmistir (80).

MSG'nin maternal ve fetal karaciger iizerindeki etkisi incelemek amaciyla yapilan
bir diger calismada 16 yetiskin disi ve lireme ¢agindaki 8 erkek Wistar albino si¢an
kullanilmistir. Kontrol grubu gebeligin 20. giiniinde sakrifiye edilmistir. MSG grubuna
gebeligin 0. giiniinden 20. giiniine kadar giinliik 1g/5 mL/kg viicut agirligi dozunda
oral yoldan MSG uygulanmistir. Kontrol grubunda, anne si¢anlarin ve fetiislerinin
karacigerlerinde normal morfoloji izlenmistir. Gebeligin 1. giiniinden 20. giiniine
kadar MSG uygulanan gebe disi si¢anlardan alinan karaciger kesitlerinin histolojik
incelemesinde periportal alanlarda inflamatuar hiicre infiltrasyonu, kan damarlar1 ve
sinlizoidlerde genisleme gdzlenmistir. Cok sayida hepatositte piknotik niikleus ve
sitoplazmada yagli dejenerasyon izlenen diger bulgular arasinda yer almistir. Ayrica
MSG uygulanan anne sicanlardan elde edilen fetiislerin karaciger kesitlerinde ¢ok
yogun amiloid birikimi izlenmistir. Bunlara ek olarak MSG, hamile annelerin ve
fetiislerinin karaciger dokusunda TNF-a, NO ve MDA artisina ek olarak SOD ve GSH
aktivitelerini 6nemli Ol¢lide azaltmistir ve toplam polisakkaritlerin azalmasina yol

acmistir. Bu gruba ait sicanlardan alinan kan oOrneklerinden elde edilen serumda
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yapilan biyokimyasal analizler sonucunda, ALT, AST, ALP ve total bilirubin

seviyelerinde de artig saptanmistir (49).

Omogbiya ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir deger deneysel calismada,
gruplara ayrilan 30 yetiskin erkek Isvigre faresine (28-34 g) 14 giin boyunca oral
yoldan MSG (2, 4 ve 8 g/kg olmak tizere) ve normal salin (10 mL/kg) verilmistir. MSG
uygulanan farelerde lipid peroksidasyonu (MDA) diizeyinde ve NO igeriklerinde iist
diizeyde artiglar goriilirken GSH, SOD ve CAT gibi antioksidan-koruyucu
belirteclerin karaciger dokularindaki seviyelerinde diisiis oldugu goriilmiistiir. MSG
uygulanan farelerde ALT, AST ve ALP gibi karaciger enzim diizeyleri artmis olup
karaciger dokusunda Kupffer hiicre hiperplazisi, vakuolar dejenerasyon ve nekrotik
koagiilasyon gibi bir¢cok hepatoseliiler dejenerasyona sebep oldugu gdosterilmistir.
Bunlara ek olarak karaciger protein (albiimin, bilirubin ve toplam protein)

seviyelerinde yiikseligin hepatoksisiteyi isaret ettigi gosterilmistir (98).

Bizim de ¢aligmamizda, literatiir verileri ile uyumlu olarak, yapilan mikroskopik,
immiinhistokimyasal incelemeler ve biyokimyasal analizler sonucunda MSG
uygulamasinin karacigerde morfolojik diizeyde ve oksidatif stres belirteclerinde
degisiklikler esliginde hasar olusturmus olup, biyokimyasal diizeyde de MDA, TOS,
OSI ve ALP seviyelerinde artis izlenirken GSH, SOD ve TAS seviyelerinde diisiis
gozlenmistir. ALT, AST ve TBLB seviyelerinde ise istatiksel olarak anlamli bir fark

belirlenmemistir.

Yapilan bir deney c¢alismasinda, 36 Sprague-Dawley erkek sigan (200-220g)
kullanilarak karaciger hasarinda A438079 ile piirinerjik reseptor (P2X7R)
antagonizmasinin  hepatoprotektif  etkilerinin  arastirilmas1t  amaglanmustir.
Llipopolisakkarit (LPS) uygulamasi ile deneysel bir inflamasyon modeli
gerceklestirilmistir. Gruplar Kontrol, A438079, DMSO, LPS, LPS+DMSO ve
LPS+A438079 idi. LPS salin icinde (80mg/mL) ve A438079 dimetil siilfoksit
(DMSO) i¢inde (150 mg/mL) ¢oziilmiistiir. LPS ve A438079 siganlara intraperitonel
(i.p) olarak enjekte edilmistir. LPS (8 mg/kg) enjeksiyonunu takiben, g¢alisma
gruplarina A438079 (15mg/kg) ve DMSO (0.ImL) uygulandi (i.p). Histopatolojik
analizde, LPS ve LPS + DMSO gruplarinin karaciger dokusunda hepatositlerde
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dejenerasyon, kolajen birikiminde artis, vaskiiller konjesyon ve siniizoidal
dilatasyonlar goriilmistiir. Ancak Kontrol, A438079 ve DMSO gruplarinda énemli
histopatolojik degisiklikler gozlenmemistir. LPS+A438079 grubunda ise LPS grubuna
kiyasla bu etkiler azalmigtir. Histolojik analizde, LPS ve LPS+DMSO gruplarinda
siddetli sinilizoidal dilatasyon, nekrotik hepatositler ve inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu go6zlenirken, LPS+A438079 grubunda bu etkiler azalmigtir. Protein
ekspresyon seviyeleri LPS ve LPS+DMSO gruplarinda LPS+A438079 grubuna
kiyasla dnemli 6lciide daha yiiksek olarak izlenmistir. Ote yandan, bu protein
ekspresyonlari Kontrol, A438079 ve DMSO gruplarinda LPS+A438079 grubuna
kiyasla oOnemli Olgiide disiikti. Biyokimyasal analizde, AST ve ALT
konsantrasyonlari, GSH seviyesi LPS ve LPS+DMSO gruplarinda LPS+A438079
grubuna kiyasla onemli dlgiide azalmis ve MDA seviyesi A438079, DMSO ve
A438079+DMSO gruplarina kiyasla dnemli dl¢lide artmisti. Ayrica, LPS+A438079
grubunun MDA seviyeleri Kontrol, A438079 ve DMSO gruplarininkinden daha
yiiksekti. LPS, LPS + DMSO ve LPS + A438079 gruplarinin GSH seviyeleri diger
gruplardan daha diisiik olarak bulunmustur. Kontrol, A438079 ve DMSO gruplari
arasinda MDA, GSH, AST ve ALT seviyeleri arasinda anlamli bir fark
gbzlemlenmemistir. Bu ¢alisma sonucunda yaygin olarak kullanilan bir ¢6ziicii olan
DMSO’nin karaciger iizerinde sitotoksik etkiye sahip olmadigi gosterilmistir.
DMSO'nun hiicrelere olan etkisi, konsantrasyonuna, uygulama siiresine ve hiicre tipine
bagli olarak degisebilir. Ancak, diisiik konsantrasyonlarda ve uygun sekilde
kullanildiginda, DMSO'nun hiicre biiylimesini ve hiicre fonksiyonlarini etkilemedigi
gosterilmistir. Bu tez calismasinda DMSO+FA ve MSG+DMSO gruplarinda
DMSO’nun anlamli etki olusturmadig: goriilmiistiir. Boylece, bu tez ¢alismasindaki
verilere paralel dogrultuda olacak sekilde literatiirde de DMSO'nun karaciger

dokusuna dogrudan zarar vermedigi goriilmiistiir (65).
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6 SONUC

Bu calismada sonug olarak MSG ile olusturulan deneysel karaciger hasarinda,
Kontrol grubuna kiyasla bir dizi histopatolojik ve biyokimyasal diizeyde degisiklik
gozlemlenmistir. MSG ve MSG+DMSO gruplarinda hepatositlerde vakuolizasyon,
steatoz ve glikojen igeriginde azalma, sinilizoidlerde genisleme ve vazokonjesyon,
parankimada inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, bag dokusundaki belirgin artis seklinde
birgok onemli degisiklikler histopatolojik skorlama esliginde izlenmistir. Ayni
bulgular gecirimli elektron mikroskopik diizeydeki incelemelerde de tiim gruplarda

gozlenmistir.

Calismamizda ayrica MSG'nin eNOS ekspresyonunu diisiirerek oksidatif stresi
arttirdig1r gozlemlendi. Tedavi grubu olan MSG+FA grubunda ise hepatositlerde,
Kupffer hiicrelerinde ve karaciger siniizoidal endotel hiicrelerinde MSG uygulanan
diger gruplara kiyasla artmis eNOS ekspresyonu gozlemlenmistir. FA'nin eNOS
ekspresyonunu artirarak oksidatif stresi azalttigi ve MSG'nin neden oldugu hasar

tizerindeki koruyucu etkisi gosterilmistir.

Biyokimyasal belirteglerde yapilan incelemeler, MSG ve MSG+DMSO
gruplarinda karaciger dokusundaki oksidatif stres seviyelerinde artis1 ve antioksidan
savunma mekanizmalarinin azalmasini  gostermistir. Bu gruplarda 6zellikle,
malondialdehit (MDA), total oksidan kapasitesi (TOS), oksidatif stres indeksi (OSI)
ve alkalin fosfataz (ALP) seviyelerinde artis gozlemlenirken, glutatyon (GSH),
siiperoksit dismutaz (SOD) ve total antioksidan kapasite (TAS) seviyelerinde ise diisiis
tespit edilmistir. Ancak, MSG+FA grubunda bozulmus bu parametrelerin diizeylerinin
tersine cevrildigi, azalan MDA, TOS, OSI ve ALP diizeyleri goriiliirken, artan GSH,
SOD ve TAS seviyeleri gozlemlenmistir. Ancak bu gruplara ait ALT, AST ve TBLB

seviyelerinde ise istatiksel olarak anlaml1 bir fark goriillmemistir.

Bu sonuglar, FA'min oksidatif stresi azaltici ve antioksidan savunma
mekanizmalarin1 destekleyici etkisi ile, MSG'nin neden oldugu karaciger hasari

izerindeki iyilestirici etkisini vurgulamaktadir.
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Literatiirdeki ~ benzer  caligmalara  paralel  sekilde  histokimyasal,
immiinhistokimyasal, ultrastriiktiirel ve biyokimyasal parametreler diizeyinde elde
ettigimiz veriler dogrultusunda MSG’nin karaciger dokusu iizerinde neden oldugu
hasara karsin FA’nin tedavi edici antioksidan madde olarak uygulandig1 dozda reaktif
oksijen tiirlerinin olugsmasini dnleyerek oksidatif hasar1 engelledigi, eNOS seviyesini
diizenledigi ve karaciger parankimasinda MSG ile indiiklenen harabiyeti belli bir

oranda iyilestirdigini diisiinmekteyiz.

Calismamizin diger bir bulgusu da, deney gruplarinda ¢oziicii ajan olarak
kullanilan dimetil siilfoksitin (DMSO) karaciger dokusu iizerinde herhangi bir ilave

harabiyet ya da iyilestirme gostermemis olmasidir.

Gida endiistrisinde MSG’nin belli 6l¢iide katkisi oldugu diisiiniilse de, bu lezzet
arttiricinin - siklikla  kullaniminin + halk  saghigi agisindan  olumsuz sonuglar
dogurabilecegi asikardir. Bu lezzet arttirict yiiksek miktarlarda ve bilingsizce gidalara
eklenmemelidir. Ozellikle de MSG’nin sinir degerlerinin asilmasi halinde saglik
tizerinde risklere sebep olacagi asikardir. Eger deneysel ve klinik arastirmalar sonucu
MSG’nin doz bazinda toksisitesine dair daha kesin kanitlar elde edilirse, bu gida
katkisinin tamamen yasaklanmasinin da giindeme alinmasi 6nem kazanacaktir. Bu tiir
diizenlemeler hem tiiketicilerin sagligini korumak hem de gida endiistrisinde giivenilir

tirtinlerin tiretilmesini saglamak i¢in 6nemlidir.

Ferulik asit uygulamasinin da karaciger doku hasarin1 6nlemeye yonelik olarak
potansiyel bir tedavi stratejisi olarak ilerideki caligmalara katki saglayabilecegini

goriisii bu calismamizin sonucunda ortaya ¢ikmustir.
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