T.C.
BALIKESIR UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

ASETAMINOFEN iLE OLUSTURULAN AKUT
KARACIGER HASARINDA SINIR BUYUME
FAKTORUNUN ETKIiSI VE p38 MAPK SINYAL
YOLAGININ ROLU

} DOKTORA TEZi [

Veterinerlik Patolojisi Anabilim Dali

Bilim Alan Kodu: 10102.16



T.C.
BALIKESIR UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

ASETAMINOFEN iLE OLUSTURULAN AKUT KARACIGER
HASARINDA SIiNiR BUYUME FAKTORUNUN ETKIiSI VE
p38 MAPK SINYAL YOLAGININ ROLU

DOKTORA TEZI

ASIM AYAZ

TEZ DANISMANI
PROF. DR. MUSA KARAMAN

Veterinerlik Patolojisi Anabilim Dal

Bilim Alan Kodu: 10102.16

Proje No: 2022/026-Balikesir Universitesi BAP

BALIKESIR
2025



T.C.
BALIKESIR UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

TEZ KABUL VE ONAY

Veterinerlik Patolojisi Anabilim Dal1 Doktora Programi gercevesinde
Asim AYAZ tarafindan yiiriitiilmiis ve tamamlanmis olan

“ASETAMINOFEN iLE OLUSTURULAN AKUT KARACIGER HASARINDA
SINiR BUYUME FAKTORUNUN ETKIiSI VE p38 MAPK SINYAL YOLAGININ

ROLU”

baslikli tez ¢aligmasi,

Balikesir Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Y énetmeliginin
ilgili maddeleri uyarinca asagidaki jiiri tarafindan
DOKTORA TEZI
olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 17/06/2025

TEZ SINAV JURISI

Prof. Dr. Hasan OZEN
Balikesir Universitesi

(Baskan)
Prof. Dr. Musa KARAMAN Prof. Dr. Fatma ILHAN
Balikesir Universitesi Balikesir Universitesi
Uye (Danmisman) Uye
Prof. Dr. Musa Ozgiir OZYIGIT Prof. Dr. Ahmet AKKOC
Uludag Universitesi Uludag Universitesi
Uye Uye
Yukaridaki Doktora Tezi,

sinav jlri iiyeleri tarafindan imzalanarak 23/06/2025 tarihinde teslim edilmistir.

Prof. Dr. Siikrii Metin PANCARCI
Enstitii Midiirt




BEYAN

Balikesir Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii

Tez Yazim Kurallarina uygun olarak hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

» Tez i¢inde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar

cercevesinde elde ettigimi,

* Tiim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglar1 bilimsel etik ve ahlak kurallarina uygun

olarak sundugumu,

» Tez ¢alismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak

gosterdigimi,

* Kullanilan verilerde ve ortaya ¢ikan sonuglarda herhangi bir degisiklik yapmadigima,

* Bu tezde sundugum calismanin 6zgiin oldugunu bildirir, aksi bir durumda aleyhime

dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi beyan ederim.

26/05/2025
imza

Asim AYAZ



TESEKKUR

Kalbim tarif edilemez bigimde minnet ve siikranla dolu. Egitim siirecim
boyunca, bana inanan, sabir ve anlayis gosteren, rehberligi ve engin birikimiyle
yolumu aydinlatan danigsman hocam Prof. Dr. Musa KARAMAN’a; kiymetli fikirleri,
yapici elestirileri ve sundugu farkli perspektiflerle bakis agimi genisleten Prof. Dr.
Hasan OZEN’e; zorlu zamanlarda verdigi samimi ve sefkat dolu destegiyle egitimime
ayr1 bir zenginlik katan Prof. Dr. Fatma ILHAN’a; bu c¢alismanm ve egitimimin
olmazsa olmazi, her bir animda yanimda olan, her tiirlii zahmetime katlanan kardesim
Dr. Ogr. Uyesi Mustafa USTA’ya; bilgi ve tecriibeleriyle ufkumu genisleten Tip
Fakiiltesi 6gretim iiyeleri Do¢. Dr. Figen ASLAN ve Dog¢. Dr. Giillay TURAN’a;
laboratuvarinin kapilarini agan Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bagkani1 Prof. Dr. Ziya
ILHANa; inénii Universitesi 6gretim iiyesi Prof. Dr. Yilmaz CIGREMIS’e; karmasik
istatistiki analizlerde verdigi destegiyle Saglik Bilimleri Fakiiltesi 6gretim tiyesi Dog.
Dr. Celalettin CEVIK e; proje ve materyal destekleri icin Bilimsel Arastirma Projeleri
Birimi’ne ve Deney Hayvanlari Uretim, Bakim, Uygulama ve Arastirma Merkezi
calisanlarina; Ogrencilik siirecimin sorunsuz tamamlanmasini saglayan Saglik
Bilimler1 Enstitiisii yonetimi ve personeline; doktoraya baslarken verdigi cesaret ve
yolculuk boyunca gosterdigi ilgi i¢in Prof. Dr. Mehmet Ali AZMAN’a; anabilim
dalimizda sagladiklar1 sicak ve samimi ortam ile 6grenciligimi keyifli hale getiren
[layda YILDIRIM, M. Yusuf KURBAN ve diger 6grenci arkadaslarima; siire¢
boyunca destegini esirgemeyen degerli miidiiriim Abdiilkadir SAHIN’e ve kiymetli
mesai arkadaglarima; hayatimin her aninda oldugu gibi bu donemde de destekleriyle
yanimda olan aileme ve dostlarima; ve son olarak, sevgileri, sabirlar1 ve anlayislar
icin en bilyiik destek¢ilerim esime ve kizima;

Sonsuz tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

ICINDEKILER ...ueeeeeeeeeeeeennenssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses i
OZET ..ouuueeiiiiinnricsssssniscsssssssossssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssasss iii
ABSTRACT ...uueiuiininrensninsnissesssssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss v
SIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi Vi
SEKILLER DIZINI c.u.cuvininincancnnnces viii
TABLOLAR DIZINI .....ccvcucuncinninee. X
L GERIS weninirinncnncancincinsinsinssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasess 1
2. GENEL BILGILER........ccucinrirncrnncs 3
2.1 ASCLAMINOTEI. ....eutieiiiiiieiieie ettt st 3
2.1.1. Asetaminofenin Farmakolojik OzelliKIeri ..............cccovoveveveveveveveeereeenennnn. 4

2.2. [laca Bagli Karaciger HASAIT ...........ccoiueuiuiuieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeseeeeeeeseseseenas 7
2.3. Asetaminofen HepatotoKSISITEST ....ecuurieruiieeiiiieeiieecieeeiee et e e e 9
2.3.1. Toksik Metabolit Olusumu ve Glutatyon Tiikkenmesi.............ccceeerureenneee. 10
2.3.2. Oksidatif Stres ve Mitokondri Disfonksiyonu...........cccccvveveiveeniieenneeennee. 12
2.3.3. Hiicre OlMil Ve YANEL c......ovuivevevereceeeeeeeeeeeeeeeeeeese e 16
2.3.4. REJENETASYOM ....eueiiuiiiiiiiieieeiteette sttt st ettt ettt sttt et st sbeesbesanenaeens 19

2.4. Sinir Bitylime Faktorli (NGF)......cccooiiiiiiiieeeeeeeee e 21
2.5. Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz (MAPK) Sinyal Yolaklari ................... 25
2.5.1. p38 MAPK Sinyal YOolagi......ccceeueeriieriieiieeiieieeeieeeeee e 28

3. GEREC VE YONTEM.......cooueuererererrrrenenes 32
3.1. Deney Asamast V€ GIUPIAT.......ccceeeiiiiriiieeiieeeiieeete et 32
3.2. Histopatolojik ANAliZICT ..........cccviieiiiiiiiiecieeceeee e 34
3.3. Biyokimyasal ANalizIer ............cooviiiiiiiiiiiieiieceee e 35
3.3.1. Kan Serumu ANAliZISTi.....cc.eeviiiiiieienienieeieeeseee e 35



3.3.2. DOKU ANAIIZIETT et eeeeeeeeeeeeeenenenenes 35

3.4. Immunohistokimyasal ANAlZIET .............ccocoveveieeieeeeeeeeeeeeeeeee e, 37
3.5. MRNA EKSPresyon ANAlIZi .......cceeeeivieeiiiieeiiieeeiieeeiee et 38
3.5.1. Total RNA EKStrakSiyonU.........cccceeeeuiiiriiieeiiieeiiee e 39
3.5.2. Komplementer DNA (CDNA) Sentezi........cccceevveeerieeeiiieeeiieeeieeeevee e 39
3.5.3. Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu...........cccceevevvveeiieeeneeennee. 40

3.6. Istatistiksel ANALIZIET ...........c.oovivieieieieiececeeeeee e 41

4. BULGULAR ......ccovrrerrurerersaecnces 42
4.1. Makroskobik Bulgular.............cocoeiiiiiiiiiiii e 42
4.2. Histopatolojik Bul@ular ............ccceeeiiiiiiiiiiiiiiieiieeceee e 43
4.3. Biyokimyasal Bulgular............ccccoeiiiiiiiiiieiieeiieeeeee e 50
4.4. Immunohistokimyasal BUIGUIAT ..............cccooiueuieeeieeeeeeee e 55
4.5. Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulgulart ............ccceeenneennnee. 75
5. TARTISMA ...uouuiiiiinuinensenssisssissssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 77
6. SONUC VE ONERILER 94
KAYNAKLAR ...ccoevvvrninraicersvesnnes 96
OZGECMIS oeeeeeeereererereneneesesesesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 111
EKLER.....cuiiiinuiniininsnisseisnsssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssas 112
Ek-1. Yerel Etik Kurulu Karart .........ccocccooiiiiiiiiiieeeeee e 112

il



OZET

ASETAMINOFEN iLE OLUSTURULAN AKUT KARACIGER
HASARINDA SiNiR BUYUME FAKTORUNUN ETKISI VE p38
MAPK SINYAL YOLAGININ ROLU

Bu c¢alismada, farelerde asetaminofen (APAP) ile olusturulan akut karaciger
hasarinda, eksojen sinir biiylime faktoriiniin (NGF) hepatoprotektif etkisi ve p38
MAPK sinyal yolagiyla etkilesimi arastirilmistir. Calismada 9-10 haftalik, erkek, 64
adet BALB/c fare esit olarak asagida belirtilen sekilde 8 gruba ayrildi; Kontrol, NGF,
SB203580, NGF + SB203580, APAP, APAP + NGF, APAP + SB203580 ve APAP
+ NGF + SB203580. Tiim uygulamalar (APAP 150 mg/kg, NGF 10 pg/kg ve
SB203580 20 mg/kg) intraperitoneal tek doz olarak yapildi. 24 saat sonra
dekapitasyonla ¢alisma sonlandirilarak deneklerden biyokimyasal (ALT, AST, GGT,
GSH, MDA, TAS, TOS), histopatolojik (Hematoksilen-Eozin boyama),
immunohistokimyasal (iNOS, nitrotirozin, TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10, kaspaz 3,
kaspaz 8, NGF) ve molekiiler (PZR) analizler i¢in kan ve karaciger doku ornekleri
alindi. APAP uygulanan gruplarda farkli derecelerde, sentrilobiiler bolgedeki
hepatositlerde hidropik dejenerasyon ile karakterize hiicre hasar1 belirlendi.
APAP+NGF+SB203580 ve APAP+SB203580 gruplarinda hasarin diger gruplardan
daha siddetli oldugu tespit edildi. Enzimatik hasar belirtecleri olan ALT, AST, GGT
ile oksidatif strese iliskin GSH, MDA, TAS, TOS, iNOS ve nitrotirozin seviyeleri
gruplar arasinda anlaml farklilik gostermedi. IL-1p ve IL-10 seviyelerinde APAP
grubunda kontrol grubuna gdre anlamli bir artis sekillenmedigi, TNF-a ve IL-6
ekspresyonlarinda ise artisin anlamli oldugu goriildii. TNF-a ekspresyonunun
APAP+NGF+SB203580 grubunda, IL-1f ve IL-6 ekspresyonlarinin ise ayrica
APAP+SB203580 grubunda da diger gruplardan anlamli derecede yiiksek oldugu
belirlendi. APAP uygulamasmin NGF ekspresyonunu artirdigi, en yliksek
ekspresyonun APAP+SB203580 grubunda sekillendigi gozlendi. APAP grubunda
kaspaz 3 ve kaspaz 8 enzim seviyelerinin artigi, APAP gruplari arasinda APAP+NGF
grubunda kaspaz 3’tin, APAP+NGF+SB203580 grubunda ise kaspaz 8’in anlaml
diizeyde yiikseldigi goriildii. Molekiiler yontemle yapilan analizlerde APAP
grubunda p38 mRNA seviyesi kontrol grubuna gore yiiksek bulunurken, APAP
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uygulanan gruplar arasinda p38 seviyeleri agisindan anlamli derecede farklilik
bulunmadi. Calismamizin sonucunda; hepatositlerin 24 saatlik siirenin sonunda
oksidan molekiil yiikiinii tamponlayarak redoks homeostazini saglayabildikleri
gozlendi. Bu durumun doz ve zaman iligkisine bagli olarak GSH rezervlerinin
yeterliligi sayesinde olustugu ve calismamizda hiicreleri nekrozdan koruyan en
onemli etken oldugu diisiiniildii. Eksojen NGF uygulamasinin p38 MAPK sinyali
araciligiyla aktive kaspaz 3 seviyesini artirdig1 belirlendi. Eksojen NGF’nin APAP
hepatotoksisitesine karsi koruyucu etkisinin bulunmadigi ve p38 MAPK sinyali
inhibisyonunun  hasarda artisa neden oldugu tespit edildi. ~APAP
hepatotoksisitesinde, molekiiler sinyallerin sonuca etkilerini ve aralarindaki
etkilesimleri ortaya koyabilmek i¢in, farkli APAP dozlarinda ve cesitli stres

sinyallerini birlikte degerlendirecek ¢aligmalara ihtiya¢ bulundugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Asetaminofen, APAP, NGF, parasetamol, p38 MAPK.
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ABSTRACT

EFFECT OF NERVE GROWTH FACTOR AND ROLE OF p38 MAPK
SIGNALING PATHWAY IN ACETAMINOPHEN-INDUCED ACUTE LIVER
INJURY

In this study, the hepatoprotective effect of exogenous nerve growth factor
(NGF) and its association with the p38 MAPK signaling pathway were investigated in
acetaminophen (APAP)-induced acute liver injury in mice. In the study, 64 male
BALB/c mice, 9-10 weeks old, were equally divided into 8 groups as follows; Control,
NGF, SB203580, NGF + SB203580, APAP, APAP + NGF, APAP + SB203580 and
APAP + NGF + SB203580. All applications (APAP 150 mg/kg, NGF 10 pg/kg and
SB203580 20 mg/kg) were made as a single intraperitoneal dose. After 24 hours, the
study was terminated by decapitation, and blood and liver tissue samples were taken
from the subjects for biochemical (ALT, AST, GGT, GSH, MDA, TAS, TOS),
histopathological (Hematoxylin-Eosin staining), immunohistochemical (iNOS,
nitrotyrosine, TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-10, caspase 3, caspase 8, NGF) and molecular
analyses. In the APAP-applied groups, cell damage characterized by hydropic
degeneration in hepatocytes in the centrilobular region was determined at different
degrees. Cellular damage was found to be more severe in APAP+NGF+SB203580 and
APAP+SB203580 groups than in the other groups. Enzymatic damage markers ALT,
AST, GGT and oxidative stress-related GSH, MDA, TAS, TOS, iNOS and
nitrotyrosine levels did not show significant differences between the groups. It was
observed that there was no significant increase in IL-18 and IL-10 levels in APAP
group compared to the control group, but the increases in TNF-a and IL-6 expressions
were significant. It was determined that TNF-a expression was significantly higher in
APAP+NGF+SB203580 group, and IL-1p and IL-6 expressions were also
significantly higher in APAP+SB203580 group than in the other groups. It was
observed that APAP application increased NGF expression, and the highest expression
was observed in APAP+SB203580 group. Caspase 3 and caspase 8 enzyme levels
increased in APAP group, and caspase 3 was significantly increased in the
APAP+NGF group and caspase 8 was significantly increased in
APAP+NGF+SB203580 group. In molecular analysis, p38 mRNA level was found to



be higher in APAP group compared to the control group, while no significant
difference was found in terms of p38 MAPK expression level between the APAP-
applied groups. As a result of our study, it was observed that hepatocytes were able to
provide redox homeostasis by buffering the oxidant molecular load at the end of 24
hours. This was thought to be due to the sufficiency of GSH reserves depending on the
dose and time relationship and was the most important factor protecting the cells from
necrosis in our study. Exogenous NGF administration increased the level of activated
caspase 3 through p38 MAPK signaling. Exogenous NGF had no protective effect
against APAP hepatotoxicity and inhibition of p38 MAPK signaling caused an
increase in damage. It was concluded that further studies evaluating different APAP
doses and various stress signals together are needed to reveal the effects of molecular

signals and their associations in APAP hepatotoxicity.

Keywords: Acetaminophen, APAP, NGF, paracetamol, p38 MAPK.
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SIMGE VE KISALTMALAR DiZIiNi

ALT : Alanin Aminotransferaz

APAP : Asetaminofen

AST : Aspartat Aminotransferaz

CYP : Sitokrom P450

ERK1/2 : Ekstraseliiler Sinyalle Diizenlenen Kinaz 1/2
GGT : Gama Glutamil Transferaz

GPCR : G Proteini Kenetli Reseptorler

GSH : Glutatyon

IL : Interlkin

iNOS : Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz

JINK : c-Jun N-Terminal Kinaz

LPO : Lipid Peroksidasyonu

MAPK : Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz
MDA : Malondialdehit

NAC : N-Asetilsistein

NAPQI : N-asetil-p-benzokinonimin

NGF : Nerve Growth Factor (Sinir Biiylime Faktorii)
p38 : p38 Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz
p75NTR : Pan-norotrofin Reseptorii p75

ROT : Reaktif Oksijen Tiirleri

TAS : Total Antioksidan Durumu

TOS : Total Oksidan Durumu

TNF-a : Timor Nekroz Faktorii Alfa

TrkA : Tropomiyozin ile Iliskili Kinaz A (TrkA) Reseptorii
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1. GIRIS

Parasetamol adiyla da bilinen asetaminofen (APAP, N-asetil-p-aminofenol),
diinyada en yaygin kullanilan analjezik ve antipiretik ilaclarin baginda gelmektedir.
Terapotik dozlarda oldukga etkili ve giivenli olan APAP, doz asimi durumunda ise
karaciger yetmezligine varabilen akut karaciger hasarina neden olmaktadir. Kabul
gormis etkinligi, recetesiz ve kolay temin edilebilmesi ile farkli bilesiklerle
kombinasyon halinde hazirlanan c¢ok sayida formiilasyonunun varligi yaygin
kullanimina sebep olmakla birlikte, APAP’1 ayn1 zamanda kiiresel bir halk sagligi
sorunu haline de getirmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde akut karaciger
yetmezligi tanilarmin yaklasik yarisinin, karaciger nakillerinin ise %20’sinin
etiyolojisini APAP hepatotoksisitesi olusturmaktadir. APAP toksikasyonuna karsi
kullanilabilen onayli tek antidot N-asetilsistein (NAC), ila¢ alimin1 takip eden ilk 8-10
saat icinde uygulandiginda hepatotoksisite insidansin1 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir.
Ancak, miikemmel bir antidot olan NAC’1n etkinligi toksik dozdan sonraki ilk 16
saatle siirhidir ve anafilaktik reaksiyonlar gibi potansiyel komplikasyonlar klinik
kullantmin1 kisitlamaktadir. Bu nedenle, gerek etkinlik ve smirlamalar agisindan
NAC’dan daha iistiin yeni ilaglarin gelistirilebilmesi, gerekse kaydedilen onemli
ilerlemeye ragmen APAP hepatotoksisitesinin molekiiler mekanizmalarinda heniiz
aydinlatilamamis detaylarin acgiga ¢ikarilabilmesi igin, yeni caligmalara ihtiyag
duyuldugu konusunda ittifak bulunmaktadir (Cai vd. 2022; Hodgman ve Garrard,
2012; Jaeschke ve Ramachandran, 2024; Li vd. 2025; Li vd. 2023; Liao vd. 2023;
McGill ve Hinson, 2020; Moles vd. 2018; Yan vd. 2018; Yoon vd. 2016).

Sinir biiytime faktorii (NGF, Nerve growth factor) néronlarin hayatta kalma ve
farklilagmalarinda kritik rol oynayan diizenleyiciler arasindadir. Sinir doku diginda da
fonksiyonlar1 oldugu ortaya ¢ikarilan NGF nin, reseptorleriyle birlikte hepatositlerde
eksprese edildigi, farkli karaciger hasar1 modellerinde antioksidan ve antiapoptotik
etkileriyle hepatoprotektif rol oynadig1 (Tsai vd. 2014, 2018; Valdovinos-Flores ve
Gonsebatt, 2013), karaciger fibrozisinde sinirlayici (Kendall vd. 2009; Trim vd. 2000)

veya hizlandirict (Atorrasagasti vd. 2021) etkilerinin bulundugu bildirilmistir.



NGF’nin antioksidan genlerin transkripsiyonunu uyararak, APAP hasarinda koruyucu

etki gosterdigi One siiriilmiistiir (Valdovinos-Flores ve Gonsebatt, 2013).

Hiicreler yasamlar1 boyunca hem fizyolojik hem de patolojik kosullarda bircok
farkli strese maruz kalir. Hiicrelerin bu farkli stres unsurlariin iistesinden
gelebilmeleri, ¢esitli sinyal aglarina baghdir. Bu baglamda 6ne ¢ikan sinyallerden biri
de p38 MAPK (mitojenle aktive olan protein kinaz) sinyal yolagidir (Canovas ve
Nebreda, 2021). p38 MAPK sinyali oksidatif stres, patojenle ve hasarla iliskili
molekiiler paternler (PAMP ve DAMP), inflamatuar sitokinler, 1s1 soku, ozmotik sok,
hipoksi ve iskemi, DNA’ya zarar veren ajanlar, UV 1s1k, y-radyasyon gibi ¢ok cesitli
stres faktorii tarafindan uyarilir (Cargnello ve Roux, 2011; Martinez-Limon vd. 2020).
p38 MAPK ekspresyonu, ¢alismamizin diger hedefi NGF tarafindan da uyarilmaktadir
(Pearson vd. 2001). Hiicrede stresi uyaran hemen her tiirlii etken tarafindan aktive
edilen p38 MAPK’nin, APAP doz asimi durumunda da ekspresyon ve fosforilasyonu
artmaktadir (Zhang vd. 2017). Ancak p38 MAPK’nin APAP hasarindaki rolii tam

olarak bilinmemektedir.

APAP’1n klinik kullanima sunulmasindan bu yana gegen uzun zamana ve ¢ok
sayida arastirmaya konu olmasina ragmen, hepatotoksisitesi ve patogenezi heniiz tam
olarak aydinlatilamamistir. NGF’nin karacigerdeki fonksiyonlarina iliskin sinirh
sayidaki ¢alisma ise etki mekanizmalar1 ve sonuglarinin anlasilmasi i¢in yeterli veri
sunmamakta, APAP hasarindaki etkisini inceleyen tek calisma (Valdovinos-Flores ve
Gonsebatt, 2013) bu alandaki bilgi boslugunu doldurmamaktadir. Bu bilgiler 15181nda
tasarlanan ¢aligmamizda, APAP hepatotoksisitesinde eksojen NGF uygulamasinin
hasar {izerinde etkisinin olup olamayacagi, olas1 etkilerinde p38 MAPK sinyaliyle
etkilesiminin bulunup bulunmadigr ve p38 MAPK sinyalinin hepatotoksisitedeki

potansiyel etkisinin aragtirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Asetaminofen

Asetaminofen (APAP, N-asetil-p-aminofenol), terapotik dozlarda oldukca
giivenli, doz asiminda hepatotoksisite ve akut karaciger yetmezligine neden olabilen,
etkinligi ve glivenligi yaninda regetesiz temin edilebilmesi nedeniyle kiiresel olarak en
yaygin kullanilan analjezik ve antipiretik etkili bir ilagtir (Przybyta vd. 2021; Yan vd.
2018). Analjeziklerin kullanimma iliskin kurallar1 tanimlayan Diinya Saglik Orgiitii
analjezik merdiveninin birinci basamaginda yer alan APAP, merdivenin ikinci ve
liclincli basamagindaki opioidlerle birlikte ek bir analjezik olarak da kullanilir

(Jozwiak-Bebenista ve Nowak, 2014).

Amerika Birlesik Devletleri, Kanada ve Japonya disinda, Avrupa kitas1 ve
diger birgok lilkede asetaminofen yerine parasetamol ismi kabul gérmiistiir (Jaeschke
ve Ramachandran, 2024; McGill ve Hinson, 2020; Ogemdi, 2019). Asetaminofen
onceden ayni endikasyonlarla kullanilmis olan asetanilid ve fenasetinin aktif
metaboliti olup, her {i¢li de anilin tiirevidir. Bu yapisal benzerlik APAP’1n tarihteki
seyrinde belirleyici olmustur (Toussaint vd. 2010). Anilin tiirevlerinden asetanilid
1852, APAP 1878 ve fenasetin 1887 yilinda sentezlenmistir. Bilesiklerin ila¢ degeri
kazanmalar ise bir tesadiife dayanmaktadir. Arnold Chan ve Paul Heppa naftalinin
bagirsak parazitleri iizerindeki etkisini incelerken, eczaci tarafindan naftalin yerine
yanliglikla gonderilen asetanilidin antipiretik etkisini fark etmisler ve 1886 yilinda
tibbi kullanima girmesinin yolunu ag¢mislardir. Kisa siire sonra asetanilidin
methemoglobinemiye neden oldugu ortaya ¢ikmis, calismalar diger anilin tiirevlerinin
tizerine odaklanmigstir. Fenasetin 1887 yilinda, APAP ise Joseph von Mering
tarafindan 1893 yilinda kullanima sunulmus, ancak yine Mering’in APAP’1n
asetanilide benzer toksik etkileri bulunduguna dair hatali gozlemleri nedeniyle,
fenasetinin nefrotoksik etkileri tespit edilene kadar APAP kullanimi bir kenara
birakilmistir. Asetanilid ve fenasetinin APAP’a metabolize oldugu ve farmakolojik

etkilerinin APAP’dan kaynaklandiginin ortaya ¢ikarildigir 1940’11 yillar, APAP i¢in



doniim noktast olmustur. Devaminda ticari olarak 1955 yilinda Tylenol adiyla
Amerika Birlesik Devletleri’nde, 1956 yilinda Panadol adiyla Ingiltere’de kullanima
sunulmustur. APAP kullanim1 1960’lardan itibaren hizli sekilde artmaya baslamis,
asetilsalisilik asidin (Aspirin) gastrointestinal yan etkileri ve cocuklarda Reye
sendromu ile iliskisi nedeniyle, gliniimiizde narkotik olmayan analjezikler pazarina
hakim olmustur (Freo vd. 2021; McGill ve Hinson, 2020; Przybyta vd. 2021; Roy,
2011; Sharma ve Mehta, 2014; Toussaint vd. 2010).

2.1.1. Asetaminofenin Farmakolojik Ozellikleri

Asetaminofen benzene bagli bir hidroksil ve bir amid (asetamid) grubu tagiyan
yapisal olarak basit bir molekiildiir (Roy, 2011). Lipidde orta derecede ¢6ziinen zay1f
bir organik asittir (pKa degeri 9,5). Lipid ¢Oziiniirliigli hiicre membranlarina hizl
niifuz etmesini ve kolayca kan-beyin bariyerini gegmesini saglar (Ayoub, 2021).
Diistik molekiil agirligina sahip APAP, biiyiik kism1 duodenumdan olmak tizere ince
bagirsaktan pasif difiizyonla emilir (Raffa vd. 2014). Plazma proteinlerine diisiik
oranda baglanir (Toussaint vd. 2010), yiiksek oral biyoyararlanima sahiptir (%88) ve
90 dakika icerisinde maksimum plazma konsantrasyonuna ulasir (Hodgman ve
Garrard, 2012). Terapotik dozlarda yar1 6mrii 1,5 — 3 saattir, toksik dozlarda ya da
karaciger hasar1 varliginda yarilanma omrii uzar (McGill ve Jaeschke, 2013). Son
yillarda artmakta olan intravendz uygulama, analjezinin 5 dakika kadar kisa bir siirede

baslamasini saglar (Freo vd. 2021).

APAP kullaniminda viicut agirligina gore belirlenen bir dozaj rejimi
uygulanmamaktadir (Sharma ve Mehta, 2014). Elli kg tzerindeki yetiskinlerde
standart terapotik doz, en az 4 saat arayla 500-1.000 mg olmak iizere giinliik
maksimum 4 gramdir (Ayoub, 2021; Sharma ve Mehta, 2014). Giinliilk maksimum
dozun ¢ocuklarda 50-75 mg/kg (Hodgman ve Garrard, 2012), yenidoganlarda 60
mg/kg (Jozwiak-Bebenista ve Nowak, 2014) olarak sinirlandirilmasi dnerilmektedir.
Tek dozda yetiskinlerde 7,5 g, ¢cocuklarda 150 mg/kg {izerinde alinmas1 potansiyel
olarak toksik kabul edilmektedir (Hodgman ve Garrard, 2012).



Fenolik tiirevler esas olarak konjugasyon (faz II) reaksiyonlariyla ve daha
diisiik oranda oksidasyon yoluyla cesitli metabolitlere doniistiiriiliir. Konjugasyon
reaksiyonlar1 daha ziyade detoksifikasyonla sonuclanirken, oksidasyon iiriinleri
hiicresel makro molekiillerle etkilesime girebilir (Mészaros vd. 2022). Bir fenol
bilesigi olan APAP da agirlikli olarak karacigerde ve daha az oranda bobrek ile
bagirsakta, glukuronidasyon (%52-57), siilfasyon (%30-44) ve oksidasyon (%5-10)
yoluyla metabolize edilir. Yiizde besinden daha az1 degismeden idrarla atilir
(Mazaleuskaya vd. 2015). APAP-glukuronid ile sonuglanan glukuronidasyon
reaksiyonlarma UDP-glukuronosiltransferazlar (UGT1Al ve 1A6), APAP-siilfat ile
sonuglanan siilfasyon reaksiyonlarina siilfotransferazlar (SULT1A1, 1A3/4 ve 1EI1)
aracilik eder (McGill ve Jaeschke, 2013). ilacin faz II reaksiyonlarina girmeyen az bir
miktar1 ise sitokrom P450 enzim sistemi yoluyla oksitlenerek, oldukg¢a toksik bir
metabolit olan N-asetil-p-benzokinonimin’i (NAPQI) olusturur. Olusan NAPQI
glutatyon (GSH) ile konjugasyon yoluyla detoksifiye edilir. Detoksifikasyon
sonucunda sistein ve merkapturik asit konjugatlar1 (APAP-GSH) ortaya ¢ikar (Sharma
ve Mehta, 2014). Glutatyon konjugasyonu hem spontan olarak, hem de glutatyon-S-
transferazlar (GST) tarafindan katalizlenen enzimatik bir reaksiyonla gerceklesir
(Coles vd. 1988). Faz I ve Il reaksiyonlar1 sonucu iiretilen metabolitler, safrayla atilan
kiigiik bir kisim haricinde idrarla elimine edilir (Bessems ve Vermeulen, 2001). Ana
bilesigin aksine, APAP metabolitlerinin hareketi Mrp2, Mrp3, Mrp4 ve Berp gibi
tasiyici proteinler gerektirir (McGill ve Jaeschke, 2013) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Asetaminofen metabolizmasi (Yan vd. 2018).



Uzun kullanim ge¢misine ragmen APAP’1n etki mekanizmasi hakkinda fikir
birligi yoktur. Bir¢ok arastirma nonsteroid antiinflamatuar ilaglarm (NSAII) etki sekli
olan siklooksijenaz (COX) enziminin inhibisyonuna odaklanmistir. Ancak APAP
onemli bir antiinflamatuar etkiye sahip degildir ve asetilsalisik asit gibi antitrombotik
aktivite gostermez (Anderson, 2008). Bu nedenle genellikle nonsteroid antiinflamatuar
ilaglarla birlikte tartisilsa da bir NSAII olarak kabul edilmez (Ohashi ve Kohno, 2020).
APAP’in etki mekanizmasina iliskin bir¢ok teori One siiriilmiis, Onerilen her
mekanizmanin lehinde ve aleyhinde kanitlar ortaya konulmustur. Etkisinin COX
inhibisyonuna bagl sekillendigi dislanmamakla birlikte, primer etki mekanizmasinin
bu olmadigr kabul edilmektedir (Przybyta vd. 2021). Terapétik konsantrasyonda
APAP, arasidonik asit ve peroksit seviyeleri diisiik oldugunda COX aktivitesini inhibe
eder, ancak romatoid artrit gibi aragidonik asit ve peroksit seviyelerinin yiiksek oldugu
siddetli yangi durumlarinda ¢ok az inhibitor etki gdsterir (Ohashi ve Kohno, 2020).
APAP’m bir fenol oldugu ve fenollerin gii¢lii indirgeyici ajanlar oldugu gercegine
dayanarak, COX enzimlerini NSAil’ler gibi dogrudan inhibe etmek yerine dolayl
olarak inhibe edebilecegi ©One ¢ikan teoriler arasindadir. Buna gore APAP
prostaglandin olusumundaki tirozil radikal basamagini bozar ve COX enzimini inaktif
oksitlenmis formuna doniistiirerek dolayli yoldan inaktive eder. Peroksit tonusunun
yiiksek oldugu inflamatuar ortamda ise APAP indirgeyici bir ajan olarak inaktif hale
gelir. Bu mekanizmanin zayif antiinflamatuar etkiyi aciklayabilecegi diisiiniilmektedir
(Ayoub, 2021; Mazaleuskaya vd. 2015; Toussaint vd. 2010). Bu agiklamayla uyumlu
bicimde, diisiik peroksit tonusuyla karakterize edilen merkezi sinir sisteminde
APAP’mn COX aktivitesini inhibe etmesi yiiksek seviyededir. Flower ve Vane (1972),
APAP’1n beyin homojenatlarindaki COX inhibisyonunun dalaktakinden daha gii¢lii
oldugunu gostermistir. Buradan hareketle farkli dokularda varyant COX enzimlerinin
var oldugu ve APAP’mn santral etkisinin buna bagli olabilecegi hipotezi ortaya
cikmistir. Nitekim 2002 yilinda kopek serebral korteksinde COX-1’in ek varyanti
olarak COX-3 enzimi tanimlanmistir (Chandrasekharan vd. 2002). Ancak daha sonra
yapilan caligmalarla, insanlarda ve farelerde COX-3’iin COX-1 ve COX-2’den
tamamen farkli amino asit dizilimlerine sahip COX aktivitesi gdstermeyen proteinleri
kodladigi, dolayisiyla COX-3’iin bu tiirlerde prostaglandin aracili ates ve agrida rol
oynayamayacagl gosterilmistir (Anderson, 2008; Przybyla vd. 2021; Sharma ve
Mehta, 2014).



Hogestitt vd. (2005)’nin APAP’1n santral etkilerini ortaya ¢ikarmaya yonelik
calisgmasinda, APAP’1n deasetilasyonla p-aminofenol’e dontistiigii, daha sonra beyne
gecen metabolitin yag asidi amid hidrolaz (FAAH) enziminin etkisiyle arasidonik asit
ile konjugasyona ugrayarak N-aragidonil aminofenol (AM404) olusturdugu
gosterilmistir. Biyoaktif AM404’iin Cav3.2 kalsiyum kanali, kannabinoid CBI
reseptorleri ve TRPV1 reseptorleri gibi agr1i modiilasyonunda rol oynayan molekiiler
hedefler iizerine etki ederek, APAP’in analjezik etkisine aracilik ettigi ileri
stiriilmektedir (Mallet vd. 2023; Ohashi ve Kohno, 2020). APAP i¢in 6ne ¢ikan diger
potansiyel etki mekanizmalar1 arasinda inen inhibitor serotonerjik agri yollarinin
giiclendirilmesi, N-metil-D aspartat veya P maddesi aracili etki ve L-arjinin/ nitrik
oksit (NO) yolaginin inhibisyonu bulunmaktadir (Ayoub, 2021; Przybyta vd. 2021;
Toussaint vd. 2010).

Ozetle, APAP’in doku reseptdrlerinden omurilige, talamusa ve serebral
kortekse kadar agr1 uyarisi iletiminin tiim seviyelerinde etkili olduguna dair kanitlar
bulunmakla birlikte, etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir. APAP’1n
analjezik ve antipiretik etkilerinde birden fazla mekanizmanin kombinasyon halinde
rol alabilecegi kabul edilmektedir (Ayoub, 2021; Jozwiak-Bebenista ve Nowak, 2014;
Przybyta vd. 2021; Sharma ve Mehta, 2014).

2.2. ilaca Bagh Karaciger Hasar1

[laca bagl karaciger hasar1 (IBKH), ilaglarin piyasadan geri ¢ekilme nedenleri
arasinda ilk sirada yer alir. Cogu ilag, karacigerde iki asamali olarak yiiriitiilen
biyotransformasyon reaksiyonlar1 sonucu metabolize edilir (Gu vd. 2022). Genel
olarak biyotransformasyon, ana ilacin yikimlanarak giivenli bir sekilde ortadan
kaldirilmas1 amacin tasir. Ancak bu reaksiyonlar bazen ana ilagtan daha toksik olan
reaktif metabolitlerin olusumuna ve birikimine neden olur. Ilaca ya da diger
ksenobiyotiklere bagli olusan c¢ogu karaciger hasarmin patogenezi, ana {irliniin
elektrofilik bilesikler veya serbest radikaller gibi reaktif ara tiirlere metabolik
doniigiimiiyle baslar (Corsini ve Bortolini, 2013; Gu ve Manautou, 2012). Karaciger,
biyotransformasyon enzimleri yoniinden en zengin organ olmasi, dolasimdaki portal

konumu, anatomik ve fizyolojik yapisi nedeniyle, ilag ve diger ksenobiyotiklere bagl
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hasara en yatkin organ durumundadir (Sturgill ve Lambert, 1997). Faz I ve faz Il
siireclerinden olusan biyotransformasyon reaksiyonlart sonucunda, ksenobiyotigin
suda ¢Oziiniirliigli artirilarak idrar ve safrayla atilimi kolaylastirilir (Gu ve Manautou,
2012). Faz I reaksiyonlarinda (oksidasyon, rediiksiyon veya hidroliz), hidroksil,
karboksil, amino veya tiyol gruplar1 eklenerek bilesige hidrofilik 6zellik kazandirilir.
Glukuronat, siilfat, asetat, glutatyon, vb. ile konjugasyon reaksiyonlarindan olusan faz
IT metabolizmasi ile de bilesigin hidrofilikligi daha da artirilir. Faz I reaksiyonlarinda
gorev alan baslica metabolik enzimler, APAP hepatotoksisitesinden de sorumlu olan
sitokrom P450 (CYP) ailesinin {iyeleridir (Corsini ve Bortolini, 2013). CYP
enzimlerinin ekspresyonu sentrilobiiler hepatositlerde daha fazladir ve bu nedenle,
karacigerde reaktif ara iiriinlere metabolize olan bir¢cok ksenobiyotik, sentrilobiiler

bolgede hasara yol agar (Lehman-McKeeman ve Ruepp, 2018).

Fizyolojik veya patolojik siireclerin ya da terapotik bir miidahaleye verilen
yanitin gostergesi olarak, objektif sekilde ol¢iiliip degerlendirilebilen bir 6zellik
biyobelirte¢ olarak tanimlanir (Robles-Diaz vd. 2016). Bu baglamda alanin
aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) olarak bilinen
transaminazlar, karaciger hasarlarmin degerlendirilmesinde kullanilan en yaygin
biyobelirteglerdir. Transaminazlar glikoliz ve glukoneogenez yolaklarinda gorev alan
anahtar enzimler arasindadir. ALT karaciger dokusu diginda diger dokularda diisiik
konsantrasyonlarda bulunurken, AST eritrositler, kalp ve iskelet kas1 gibi karaciger
harici birgok dokuda da yiliksek seviyede bulunur (Green ve Flamm, 2002).
Transaminazlar karacigerde nekroz veya hiicre membran gegirgenligindeki degisiklik
durumunda periferik kana sizar. Akut hepatoseliiler hasari takiben serum transaminaz
seviyelerinde orta veya yiiksek derecede artis gozlenir. Yarilanma omrii daha uzun
olan ALT, karaciger hasar1 degerlendirilmesinde AST’ye gore daha giivenilir ve
nispeten spesifik kabul edilmektedir (Ramaiah, 2007). Transaminazlar gibi yaygin
kullanilan  belirteglerden biri de plazma membraninda bulunan gama
glutamiltransferaz (GGT) enzimidir. Ana fonksiyonu glutatyon katabolizmasidir.
Bobrek, karaciger, dalak, pankreas ve ince bagirsak gibi dokularda eksprese edilir. En
ylksek seviyede bobrek tubiil epitelinde bulunmasina ragmen, serum GGT artig1 daha
cok karaciger hastaliklarinda saptanir. Yiiksek GGT diizeyi tek basina tan1 koymak
icin yeterli olmayip, diger karaciger enzimleriyle birlikte degerlendirilmelidir.

Oncelikli olarak kolestaz tespitinde kullanilmakla birlikte, IBKH, alkolik karaciger



hastalig1r ve non alkolik yagl karaciger hastaliginda GGT seviyesi ylikselmektedir
(Xing vd. 2022).

Hepatotoksik ilaglar reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) birikimine neden olarak,
oksidanlarin artis1, antioksidanlarin tiikenmesi, lipid peroksidasyonu, mitokondriyal
disfonksiyon gibi mekanizmalarla oksidatif stresi indiikleyebilir (Allameh vd. 2023).
Dogrudan ve dolayli yontemlerle dl¢iilen oksidatif strese iliskin belirtecler bulunmakla
birlikte, hiicre, doku veya organizma diizeyindeki karmasik redoks durumu, tek bir
parametre tizerinden degerlendirilemez (Arauz vd. 2016). Farkli oksidan ve
antioksidan molekiilleri laboratuvar ortaminda ayri1 ayri analiz etmek teorik olarak
miimkiindiir. Ancak zaman alici olan bu 6l¢timler karmasik tekniklerle birlikte, yogun
emek ve yiliksek maliyeti de beraberinde getirmektedir. Bu nedenle oksidan ve
antioksidanlarin pratik olarak tespitinde, toplam oksidan durumu (TOS, total oxidant
status) ve toplam antioksidan durumu (TAS, total antioxidant status) analizleri

kullanilarak, redoks durumu degerlendirilmektedir (Erel, 2004, 2005).

2.3. Asetaminofen Hepatotoksisitesi

Asetaminofen doz asimi, bir¢ok gelismis lilkede ilaca bagli akut karaciger
yetmezliginin 6nde gelen nedenidir (Marafion vd. 2025). Terapotik dozlarda oldukca
giivenli ve etkili olan APAP, asir1 dozlarda sentrilobiiler bolgede baslayan hepatosit
nekrozuyla karakterize hepatotoksisiteye neden olmaktadir. Asetaminofene baglh
olusan karaciger hasarinda gelisen olaylar; glutatyonu tiikketen ve proteinlere kovalent
baglanan toksik metabolit NAPQI olusumu, reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin
olusmasi, mitokondri fonksiyonlarinin bozulmasi, hepatositlerin nekrozu, Olen
hepatositlerden agiga ¢ikan hasarla iligskili molekiiler paternler (DAMP) etkisiyle
baslayan steril (aseptik) yangi ve karaciger rejenerasyonu seklinde siralanir (Hinson
vd. 2010; Yan vd. 2018). Bu olaylarin seyri esnasinda siire¢ hasarin onarilmasi ya da

hiicrenin 6liimiiyle sonug¢lanir (Hodgman ve Garrard, 2012).

APAP ayrica karaciger hasariyla birlikte bazen de bagimsiz olarak, akut tubiiler
nekroz ile karakterize bobrek hasarina da neden olmaktadir. Bobrek hasari tiim APAP
toksikasyonlarinin %2’sinden daha azinda goriiliir ise de karaciger hasarinin siddetiyle

birlikte insidansi artar (Blakely ve McDonald, 1995). Ayrintili ¢aligmalar insidansin
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daha da yiiksek olabilecegini (%10-79) gostermektedir (Arzuk vd. 2022).
Biyotransformasyon sonucunda bobrekte de hepatotoksisiteden sorumlu NAPQI
metaboliti olusur ancak, karaciger toksikasyonunun karakteristik 6zelligi olan c-Jun
N-terminal kinazin (JNK) aktivasyonu ile mitokondriye translokasyonunun
gerceklesmemesi (Akakpo vd. 2020), karaciger hasarina karst koruyucu olan N-
Asetilsistein’in (NAC) bobrekte basarisiz olmasi (Slitt vd. 2004), karaciger hasarindan
bagimsiz olarak nefrotoksisite goriilebilmesi gibi nedenlerle, APAP kaynakli bobrek
hasarinda karacigerden farkli molekiiler mekanizmalarin rol oynayabilecegi

diisiiniilmektedir (Akakpo vd. 2020; Arzuk vd. 2022).

2.3.1. Toksik Metabolit Olusumu ve Glutatyon Tiikenmesi

Terapotik dozda alinan APAP’in %85-90°1 faz II konjuge edici enzimlerle
metabolize edilerek (siilfasyon ve glukuronidasyon) idrar ve diisiik oranda safrayla,
%>5’den daha az1 da herhangi bir degisime ugramadan idrarla atilir. Yaklasik %10
kadar1 ise faz I oksidasyonuna ugrayarak, sitokrom P450 (CYP) enzimleri tarafindan
NAPQI’'ya doniistiiriiliir (Hodgman ve Garrard, 2012; Li vd. 2023). APAP’in
oksidasyon reaksiyonlarinda CYP1A2, CYP3A4 ve CYP2D6 enzimleri de yer almakla
birlikte, etanol metabolizmasinda da gorev alan CYP2E1 enzimi birinci derecede
sorumludur (Hinson vd. 2010). Perivenoz bolgede CYP konsantrasyonu yiiksek olup,
APAP toksisitesinde karakteristik olarak sentrilobiiler hepatik nekroz olusmasina
neden olmaktadir (Hodgman ve Garrard, 2012). Reaktif NAPQI, hepatositlerde bol
miktarda bulunan glutatyon (GSH) ile hizli bir sekilde konjuge edilerek, toksik
olmayan sistein ve merkapturat metabolitlerine doniiserek idrarla atilir (Hodgman ve
Garrard, 2012; Mazaleuskaya vd. 2015). Glutatyon konjugasyonu hem glutatyon-S-
transferazlar (GST) tarafindan enzimatik olarak, hem de kendiliginden gergeklesir

(Coles vd. 1988).

Asetaminofen yiiksek dozda alindiginda once siilfasyon yolu doygun hale
gelirken, glukuronidasyon ve oksidasyon artar. Toksik doza ulasildiginda
glukuronidasyon da doymus hale gelerek, ilacin degigsmeden atilan ve oksidasyona
giren miktarlar1 artar. Artan oksidasyon, sonunda GSH depolarim tiikketerek NAPQI
tamponlanamaz hale gelir (Mazaleuskaya vd. 2015). Giiglii bir elektrofil ve oksidan
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olan NAPQI, hiicre igerisinde bir¢ok hedefle reaksiyona girme kapasitesine sahiptir
(Jaeschke vd. 2018a). Sistein kalintilar1 tizerindeki siilfidril gruplarini hedefleyerek
hiicre proteinleriyle kovalent baglar kurar ve protein eklentilerinin olusumuna neden
olur (Mazaleuskaya vd. 2015). Eklenti olusumu, nekrozla sonuglanan mitokondriyal
oksidatif stres ve disfonksiyonu baslatir (Yan vd. 2018). Terapétik dozlarda bile sinirl
seviyede eklenti varligi goriilebilmekle birlikte (Ramachandran ve Jaeschke, 2017),
hasar olusmasinda genel protein baglanma derecesinden ziyade, hedef proteinlere
baglanmanimn onemli oldugu varsayilmaktadir (Jaeschke vd. 2018a). Glutatyon
depolarinin %70 azalmasi, hasara gotiirecek diizeyde eklenti olusturmak icin yeterlidir
(Mitchell vd. 1973). Goriildiigii gibi, GSH stoklarinin durumu APAP toksikasyonu
icin kritik 6nem tagimaktadir. Hiicre igerisinde bir¢ok reaksiyona katilan glutatyon, iki
temel detoksifikasyon goreviyle hiicreyi APAP hasarma karsi korur. Bunlardan
birincisi, GSH APAP ve bromobenzen gibi ksenobiyotikler, elektrofiller ve fizyolojik
metabolitlerle (6rn. Ostrojen, melanin, prostaglandinler ve l6kotrienler) reaksiyona
girerek merkapturatlar olusturur. ikincisi, serbest radikalleri ve diger reaktif oksijen
tiirlerini (6rn. hidroksil, lipid peroksil radikali, peroksinitrit ve H>O) dogrudan ve
enzimatik reaksiyonlarla etkili bir sekilde temizler (Fang vd. 2002). igerdigi sistein
kalintis1 araciligiyla, elektrofilik maddeler tarafindan kolaylikla glutatyon disiilfiire
(GSSG) oksitlenir (Wu vd. 2004). APAP toksikasyonu icin Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) onayl tek antidot olan N-Asetilsistein, deasetilasyon yoluyla sisteine
ve enzimatik yollarla sonunda GSH’ye doniiserek, GSH rezervlerini yeniler. Doz
astmindan sonraki ilk 8 saat i¢inde alindiginda hepatotoksisite insidans1 6nemli dlgiide
(<%S5) azalir (Hodgman ve Garrard, 2012; Li vd. 2023; McLaughlin vd. 2025; Moss
vd. 2024).

Karaciger yaglanmasi, obezite ve aglik, GSH rezervlerinin azalmasina neden
oldugundan APAP kaynakli hepatotoksisite i¢in risk faktorleri olarak kabul
edilmektedir. A¢lik kosullarinda hepatik metabolizma glukoneogeneze dogru kayar,
glukuronidasyon i¢in gereken substratlar azalir. Uzun siireli aglikta oksidasyona
yonlendirilen APAP orani artar (Mazaleuskaya vd. 2015). Izoniazid ve etanol CYP2E1
icin substrattir. Bu kimyasallar mevcut olduklarinda APAP’in enzimle metabolize
edilmesini inhibe ederler. Ancak her iki bilesik de CYP2EI uyaricisidir, elimine
edilmelerinden sonra APAP toksisitesi riskini artirirlar (Jaeschke vd. 2018a).

Insanlarda gozlenen CYP aktivitesindeki varyasyonlarin APAP toksisitesini de
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etkileyebilecegi ve yliksek CYP aktivitesinin APAP hepatotoksisitesi i¢in bir risk
faktdrii oldugu bildirilmistir (Utkarsh vd. 2016). Ilag metabolizmas1 ve toksisiteye
duyarlilik agisindan tiirler arasinda da belirgin farkliliklar vardir. Hamster ve fareler,
ratlara gore APAP toksisitesine daha duyarhidir (Hinson vd. 2010). Fare, yaygin
arastirma tiirleri arasinda genel CYP iglevi yoniinden insana en yakin olan tiirdiir.
Toksisiteye neden olan APAP dozlar1 (=150 mg/kg) ile hasar mekanizmalar1 insanla
ayn1 goriinmektedir. insan ve fareler arasinda hasar olusumu acisindan tespit edilen
fark, hasarin zaman agisindan seyridir. Daha hizli hasar gerceklesen farelerde 12-24
saat araliginda hasar zirve yaparken, ayni seviye insanlarda 24-72 saat araliginda
gerceklesir (McGill ve Jaeschke, 2019). Bu yakinlik nedeniyle deney modellerinde en
¢ok kullanilan hayvanlar fareler olup, fareler igerisinde de erkekler daha sik tercih
edilmektedir (Taguchi vd. 2015). Erkek farelerin APAP hasarina daha duyarli oldugu,
GSH rezervlerinin disilerde daha hizli yenilendigi gosterilmistir (Du vd. 2014).

2.3.2. Oksidatif Stres ve Mitokondri Disfonksiyonu

Oksidatif stres kavrami, reaktif oksijen tiirleri (ROT) seviyelerinin antioksidan
savunma kapasitesini 6nemli 6lgiide astig1 durumu ifade etmektedir. Oksidatif stres,
artan ROT olusumundan, antioksidan aktivitenin azalmasindan ya da her ikisinden
kaynaklanabilir. ROT ve ¢ogu zaman i¢ i¢e kullanilan reaktif nitrojen tiirler1 (RNT),
hiicrelerdeki diger molekiillerle hizla reaksiyona giren oksijen veya nitrojen igeren
kararsiz tiirler olarak tanimlanir (Li vd. 2016). Bu tiirler arasinda siiperoksit (02),
hidroksil ("OH), alkoksil (®*OR), nitrik oksit (NO®) ve peroksil (*OOR) dis
yoriingelerinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron tasidiklar1 i¢in serbest
radikaller; hidrojen peroksit (H>O>), nitrojen dioksit (NO2) ve peroksinitrit (ONOO")
ise eslenmemis elektron icermediklerinden nonradikaller olarak siniflandirilmaktadir
(Aranda-Rivera vd. 2022). Bu bilesikler agir1 miktarda biriktiklerinde hiicre
bilesenleriyle etkileserek, protein oksidasyonu, lipid peroksidasyonu, DNA hasar1 gibi
zararli etkilerle hiicrede c¢esitli fonksiyonlarin ve homeostazin kaybina neden
olabilirler (Araujo vd. 2016). Oksidatif stres ¢ogu zaman siiperoksit radikalinin
olusumuyla baslar. Siiperoksit radikalinin ana kaynagi mitokondri olup, mikrozomal
sitokrom P450 sistemi de radikal iiretimine kayda deger katki saglayabilir (Jaeschke

ve Ramachandran, 2020c).
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Yiiksek metabolik aktiviteleri nedeniyle, hepatositler ¢ok sayida mitokondri
ierir. Oncelikli olarak hiicrenin enerji homeostazindan sorumlu olan mitokondriler,
hiicre i¢i Ca?" homeostazi, termogenez, proliferasyon ve programli hiicre dliimiiniin
diizenlenmesinde gorev alir. Islevlerinin bozulmasi dogrudan hiicre hasariyla
iliskilidir. Yogun oksidatif metabolizma sirasinda mitokondri siirekli olarak ROT
dretir. Bu durum normal aerobik metabolizmanin bir parcasidir ve reaktifler,
metabolizma, gen transkripsiyonu, hiicre dongiisii ve farklilagmada sinyal ileten
molekiiller olarak rol alirlar. Fizyolojik sartlarda, hiicre tarafindan alinan molekiiler
oksijenin %1-2’si ROT’a doniistiiriiliir (Kowalczyk vd. 2021; Shi vd. 2021).
Mitokondrideki elektron tasima zinciri (ETZ) bilesenlerinden elektron sizintisini
artiran herhangi bir degisiklik, siiperoksit liretimini artirarak hiicre tizerinde oksidatif
stres baskis1 kurabilir. Ancak, manganez siiperoksit dismutaz (MnSOD), bakir ¢inko
stiperoksit dismutaz (CuZnSOD), glutatyon peroksidaz ve tiyoredoksin gibi giiclii
antioksidan enzimler sayesinde mitokondri bu durumun dstesinden gelir

(Ramachandran ve Jaeschke, 2019a).

Hepatositlerdeki  toplam  protein  eklentileriyle  karsilastirildiginda,
housekeeping protein, glutatyon peroksidaz ve ATP sentaz a-alt birimi dahil olmak
lizere, mitokondriyal proteinler NAPQI’nin ana hedefleridir (Qiu vd. 1998). NAPQI,
oksidatif stresle iliskili GATM, PARK7, PRDX6 ve VDAC2 gibi proteinlere
baglanarak (Bruderer vd. 2015), mitokondrinin oksidatif strese direnme yetenegini
bliyiik oranda zayiflatir (Cai vd. 2022). Ayrica elektron tagima zinciri komplekslerine
de miidahale ederek, elektron kagagina ve siiperoksit radikallerinin olusumuna neden
olur (Yan vd. 2018). Olusan siiperoksit mitokondride MnSOD, sitozolde CuZnSOD
tarafindan hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistiiriiliir. Hidrojen peroksit de
glutatyon peroksidaz tarafindan GSH depolar1 kullanilarak indirgenir. Eger bu
saglanamazsa, hidrojen peroksit demir tarafindan Fenton reaksiyonuyla hidroksil
radikaline indirgenebilir. Devaminda hidroksil radikali de hiicre membraninda lipid

peroksidasyonunu baslatabilir (Jaeschke ve Ramachandran, 2020c).

Lipid peroksidasyonu (LPO); serbest radikaller gibi oksidanlarin, &zellikle
coklu doymamis yag asitleri olmak iizere karbon-karbon cift bagi iceren lipidlere
saldirarak, lipidlerin oksidatif bozulmasina neden oldugu zincirleme reaksiyon
stirecidir (Ayala vd. 2014). Saldirida 6ncelikli hedef biyolojik membranlardir. Lipid

peroksidasyonu, hiicre ve organel membranlarindaki lipid tabakalarinin normal yap1
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ve islevini bozar (Araujo vd. 2016). Hizli ve yikict sekilde hiicre membran
biitlinliigiiniin kaybina ve nekroza neden olabilir (Jaeschke ve Ramachandran, 2018).
Bir kez baglatilan reaksiyon kendi kendine yayilir ve substrat tiiketilene ya da
sonlandirma gergeklesene kadar devam eder (Nam, 2011). Yagda ¢oziinen E vitamini,
radikal zincir reaksiyonunu keserek LPO’yu bloke edebilen oldukea etkili bir radikal
temizleyicidir (Jaeschke ve Ramachandran, 2018). Zincir reaksiyonlar sonucu olusan
tirlinler arasinda malondialdehit (MDA), 4-hidroksinonenal (4-HNE), oksipinler,
izoprostanlar ve oksisteroller bulunmaktadir (Aranda-Rivera vd. 2022). MDA,
arasidonik asit ve daha biiylik ¢oklu doymamis yag asitlerinin ayrigmasi sonucu olusan
bir son iiriin olup, lipid peroksidasyonunu belirlemede uygun bir belirte¢ olarak
kullanilmaktadir (Ayala vd. 2014). Bununla birlikte, LPO’nun hiicresel toksisitede
hasarin nedeni mi yoksa sekonder bir sonucu mu oldugu konusu netlik kazanmamaistir
(Grotto vd. 2009). LPO’nun APAP hepatotoksisitesindeki roliine iliskin tartigsmalar da
benzer durumdadir (Du vd. 2016).

Artan siiperoksitin akibetini belirleyen diger yol, ortamda nitrik oksit sentazlar
(NOS) tarafindan iiretilen nitrik oksitin (NO) varligina baghdir. Siiperoksit ve NO
herhangi bir enzime gerek duymadan hizli bir sekilde birleserek, ¢ok gii¢lii bir oksidan
ve nitratlayici olan peroksinitriti olusturur. Peroksinitrit, dogrudan oksidatif
reaksiyonlar veya dolayl radikal aracili mekanizmalar yoluyla, DNA, proteinler ve
lipidlerle etkilesime girer (Pacher vd. 2007). Peroksinitritin toksisitede dnemli bir
ozelligi, kovalent bir oksidatif posttranslasyonel modifikasyon olan, protein tirozin
nitrasyonunu tesvik etme kabiliyetidir. Tirozin kalmtilarmin nitrasyonu, proteinin
islev kaybiyla ya da 6nceden var olmayan yeni bir islev kazanmasiyla sonuglanabilir.
Fosforilasyon basamaklarini degistirebilir veya nitratlanmis proteinlere karsi antikor
iiretimine neden olabilir (Bartesaghi ve Radi, 2018). Peroksinitrit tarafindan tirozin
kalintilarinin nitratlanmasi, oksidatif/nitrozatif stres i¢in gii¢lii bir belirte¢ kabul edilen
3-nitrotirozin olusumuyla sonuglanir (Hinson vd. 2010; Pacher vd. 2007). Toksik
dozda APAP uygulanan fare karacigerlerinde, sentrilobiiler hepatositlerde nitrotirozin
olustugu gosterilmistir (Hinson vd. 1998). Sitozol veya c¢ekirdekte nitrotirozin
varligina kanit sunulamamis olmasi, nitrotirozin olusumunun mitokondriyal matriksle
siirlt oldugunu gostermektedir (Jaeschke ve Ramachandran, 2020c). Mitokondriye
lokalize protein nitrasyonu nedeniyle, peroksinitritin APAP toksisitesinin énemli bir

aracist oldugu ya da asil aracisi olabilecegi ileri siiriilmektedir (Jaeschke ve
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Ramachandran, 2020c; Knight vd. 2002). Peroksinitrit ayrica ayrigma {riinleri
araciligiyla lipid peroksidasyonunu da baglatabilmektedir (Radi vd. 1991).
Peroksinitritin oynadigi kritik role ragmen, mitokondri i¢indeki nitrik oksitin kaynagi
ise belirsizligini korumaktadir. Farkli hipotezler indiiklenebilir NOS (iNOS),
endotelyal NOS (eNOS) ve néronal NOS (nNOS) ya da mitokondriyal NOS (mtNOS)
izoformlariin etkisini one siirseler de katkilar1 dogrulanamamaistir (Hinson vd. 2010;

Jaeschke vd. 2018a; Moles vd. 2018).

NEKROZ

e ,/-\\
Siiperoksit ™~

Sekil 2.2. APAP hepatotoksisitesinde reaktif oksijen ve azot tiirlerinin olusumu

(Jaeschke ve Ramachandran, 2020c).

GSH peroksinitritin etkili bir temizleyicisidir, fakat NAPQI tarafindan
GSH’nin tiiketilmesi bu savunma hattin1 devre disi birakir (Knight vd. 2002).
Peroksinitrit artisin1 minimalize etmenin bir yolu da siiperoksitin hidrojen peroksit ve
oksijene doniisiimiinii hizlandirmaktir (Jaeschke, 2019). Ancak, mitokondride bu
gorevi istlenecek olan MnSOD’un, APAP hepatotoksisitesi sirasinda protein

nitrasyonuyla inaktive oldugu tespit edilmistir (Agarwal vd. 2011).

Giicli antioksidan sistemler géz Oniine alindiginda, buraya kadar anlatilan
protein eklentileri olusumu ve GSH tiilkenmesini takip eden oksidatif/nitrozatif stresin,
hepatoseliiler 6liimii tetiklemeye yeterli olmadig1 kabul edilmektedir. Hiicreyi 6liime

striikleyen etken, c-Jun N-terminal kinaz (JNK) sinyal yolaginin kalict
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aktivasyonudur (Han vd. 2013; Moles vd. 2018; Ramachandran ve Jaeschke, 2017;
Yan vd. 2018). Yiksek doz APAP sonras1 gelisen oksidatif stres ve artan siiperoksit
saliimi, sitozolde tiyoredoksinin oksidasyonuna ve baglanmis oldugu ASK1’in
serbest kalmasina neden olur. Serbest ASK1 MKK4’i, MKK4 de JNK’yi
fosforilleyerek aktive eder (Jaeschke ve Ramachandran, 2020c¢). Ayrica, artan ROT’a
baglhh olarak, GSK-33, MLK3, RIPl1 ve RIP3 tarafindan da JNK aktive
edilebilmektedir (Jaeschke vd. 2018a; Moles vd. 2018). Fosforile JNK mitokondriye
yer degistirerek, dis mitokondriyal membranin sitoplazmik tarafinda bulunan Sab’1
fosforile eder. Sab’in aktivasyonu, elektron naklinin siirmesinde gorevli ic membranda
yerlesik Src’nin inaktivasyonuna neden olarak, ETZ’nin inhibisyonuyla sonuglanir
(Sekil 2.2). Boylece siirekli artan mitokondriyal oksidatif stres ve bununla uyarilan
JNK fosforilasyonu arasinda kendi kendini siirdiiren bir dongii olusur (Win vd. 2016).
Artan oksidatif stres RIP3’iin aktivasyonu ve Bax ile Drpl’in mitokondriye
translokasyonuna neden olarak, mitokondriyal gecirgenlik gecis gozeneginin (MPTP;
mitochondrial permeability transition pore) olusumunu uyarir (Ramachandran ve
Jaeschke, 2017). MPTP nin aktive olarak 1.500 Da’dan kiiclik molekiillerin gegisine
1zin vermesi, mitokondriyal depolarizasyon, mitokondriyal iyonlarin ve metabolik ara
maddelerin salinmasi, oksidatif fosforilasyonun bozulmasi, ATP sentezinin durmasi
ve mitokondriyal sismeyle sonuglanir (Moles vd. 2018). APAP dozlarmin JNK
aktivasyonuna etkisini inceleyen bir arastirma grubu tarafindan, farelerde 150 mg/kg
dozda uygulanan APAP’1n JNK aktivasyonunu ve MPTP olusumunu uyardigi, ancak

bu etkinin gegici siireli ve reversibl oldugu bildirilmistir (Hu vd. 2016).

2.3.3. Hiicre Oliimii ve Yangi

Hiicrenin ¢ok sayida farkli yol ile olebildigine dair verilerin artis1 yaninda,
hiicre 6liimii genellikle morfolojik ve biyokimyasal 6zellikler temelinde apoptoz ve
nekroz olarak iki geleneksel tip lizerinden ele alinir. Apoptoz enerji bagimli,
proteazlarla kontrollii olarak ilerletilen, yangmin uyarilmadigi aktif bir siiregken;
nekroz, telafi edilemeyen enerji agig1 sonrasi plazma membran biitiinliigiiniin kaybi1 ve
yangiyla sonucglanan pasif bir hiicre 6liim tiirii olarak tanimlanir (D’Arcy, 2019;

Elmore vd. 2016; Malhi vd. 2006). APAP hepatotoksisitesinde, bazi Ozellikleri
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nedeniyle hasarda apoptozun roliine dair bildirimler bulunmasina ragmen, toksisitenin

nekrozla sonuglandigi kabul edilmektedir (Jaeschke ve Ramachandran, 2020a).

APAP doz asiminda artan oksidatif stres sonrasi sekillenen MPTP agilmasi,
mitokondriyal membran potansiyelinin ve ATP iiretiminin kaybiyla birlikte, matriksin
sismesine ve mitokondri dig membraninin rupturuna neden olur. Mitokondriye daha
onceden transloke olan Bax tarafindan uyarilan porlar ve aktive MPTP etkisi ile
membran rupturunun sonucu olarak, sitokrom c, Smac/Diablo, endoniikleaz G ve
apoptozu indiikleyen faktor (AIF) gibi intermembran proteinler sitozole salmnir.
Cekirdege transloke olan endontiikleaz G ile AIF, niikleer DNA fragmentasyonunu ve

ardindan nekrozu uyarir (Jaeschke vd. 2018b; Ramachandran ve Jaeschke, 2019b).

Apoptoz, hiicre i¢i proteazlardan kaspazlar adi verilen enzimlerin
aktivasyonuyla baglatilir ve ylriitiiliir. Kaspazlar, diger proteinlerle iskele kurmak i¢in
uzun bir prodomain igeren baslatict kaspazlar (2, 8, 9 ve 10) ve kisa bir prodomain
iceren efektor kaspazlar (3, 6, 7) olarak siniflandirilir (Malhi vd. 2010). Ekstrinsik ya
da intrinsik olarak uyarilan apoptoz baslatici kaspazlar araciligiyla efektor kaspazlar
aktive ederek, kaspaz ile aktive olan DNaz inhibitoriinii (ICAD) yikimlar ve asil enzim
olan kaspaz ile aktive olan DNaz’1 (CAD) serbest birakir. Bu da niikleer DNA’y1
kabaca 180 baz cifti ve katlarindan olusan interniikleozomal parcalara ayirarak,
elektroforetik analizlerde karakteristik bir DNA merdiveni goriinimii olusturur
(Jaeschke ve Ramachandran, 2020a). Apoptotik hiicre 6liimii, hiicre biiziilmesi,
membranda kabarciklanma, kromatin yogunlagsmasi ve apoptotik cisimciklerin
olusumu gibi ayirt edilebilir morfolojik 6zelliklerle karakterizedir (Malhi vd. 2010).
APAP hepatotoksisitesinde ise organel sismesi, karyolizis, plazma membrani rupturu,
hiicre igeriginin salinmasi ve yangi gibi nekrozda gozlenen degisiklikler tespit edilir.
Ayrica kaspazlarin aktivasyonuna iliskin sunulan c¢aligma verileri ikna edici
bulunmamaktadir. Olusan DNA fragmanlarinin daha biiyiikk olmasi ve kaspaz
inhibitdrlerinin etkisizligi gibi sebeplerle, APAP hasarinda apoptozun énemsenir bir
rolii bulunmadigi kabul edilmektedir (Hinson, 2013; Jaeschke vd. 2018b; Jaeschke ve
Ramachandran, 2020a; Malhi vd. 2010; Moles vd. 2018; Ramachandran ve Jaeschke,
2019b).

Yogun nekrotik hiicre 6liimii gézlenen APAP hepatotoksisitesi, prototipik

steril (aseptik) yangiyla karakterizedir (Ramachandran ve Jaeschke, 2019b). Nekrotik
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hiicrelerden agiga ¢ikan HMGB-1 (High Mobility Group Box-1), niikleer DNA
parcalari, mitokondriyal DNA, ATP, 1s1 sok proteinleri, hyaluronik asit, vb. hiicre
icerigi, yangiy1 uyaran hasarla iligkili molekiiler patern (DAMP - Damage Associated
Molecular Patterns) vazifesi goriir. DAMP’lar Kupffer hiicreleri tizerindeki Toll-like
reseptorlerine (TLR) baglanarak, gesitli sitokin (TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-6, vb.) ve
kemokinlerin transkripsiyonel aktivasyonuna neden olur. Uretilen yang1 mediyatdrleri
esas olarak notrofillerin ve monositlerin hasar alanina gocii ile aktivasyonlarindan
sorumludur. Mediyatorler, hepatositler ve karaciger siniizoidal endotel hiicreleri
tizerinde ICAM-1 gibi adezyon molekiilleri ile nétrofiller tizerinde B2 integrinlerin
ekspresyonlarini uyarir ve devaminda immun hiicrelerin alana toplanmasini diizenler.
NK/NKT hiicreleri, y0T hiicreleri ve dendritik hiicreler yangiya katilan diger hiicreler
arasindadir. Steril yangi sirasinda gorev alan hiicreler ile salinan sitokinler bir taraftan
yangty1 modiile ederken, diger taraftan iNOS’u uyararak peroksinitrit olusumunun
artis1 sebebiyle hasarin siddetlenmesine neden olabilir. Ancak Kupffer hiicresi
kaynakli antiinflamatuar sitokin IL-10un, iNOS indiiksiyonunu baskilayarak hasari
sinirlandirabilecegi diisliniilmektedir. Buna benzer sekilde gerek yangiya katilan
hiicreler ve gerekse sitokinlerin, es zamanl olarak zit ya da ¢eliskili goriinen etkileri
gozlenebilmektedir. Bu durumun nedenleri arasinda; karmasik sitokin salgilama
mekanizmalarinin farkli hiicre i¢i sinyal yolaklari tarafindan diizenlenebilmesi, sinyal
yolaklar1 arasindaki ¢apraz etkilesimin sitokin ekspresyonlarini etkileyebilmesi, ayni
sitokinin farkli hiicreler tarafindan salgilanabilmesi sayilmaktadir. Literatiirde, APAP
toksisitesine cevaben karacigerde steril yangi olusumu ve mekanizmalar ile yangi
sayesinde nekrotik artiklarin temizlenerek rejenerasyonun desteklendigi hususlarinda
ittifak bulunmaktadir. Ancak, inflamatuar yanitla birlikte bolgede artan lokosit
popiilasyonunun, hasarin siddetlenmesine katkida bulunup bulunmadigi konusunda
uzlagsma saglanamamistir (Cai vd. 2022; Jaeschke vd. 2014; Jaeschke vd. 2018a;
Jaeschke ve Ramachandran, 2020b; Li vd. 2022; Ramachandran ve Jaeschke, 2019b;
Yan vd. 2018; Yang vd. 2022).

APAP’1n neden oldugu hepatoseliiler hasara ek olarak, hepatik mikrodolagim
fonksiyonunda goriilen bozukluk da patogenezde rol oynamaktadir (Yan vd. 2018).
Siniizoidal endotel hasar1 ve sentrilobiiler alanda kanama, APAP doz asimi1 sonrasinda
gbzlenen olaylardandir (Jaeschke vd. 2018a). Hepatosit nekrozundan 6nce endotel

hasar1 ve sentrilobiiler konjesyon gelismekte (Walker vd. 1985), endotel hiicrelerinde
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nitrotirozin boyanmasi hepatositlerden énce gdzlenmektedir (Knight vd. 2001). in
vivo mikroskopide, endotel hiicrelerinin sistigi ve eritrositlerin ekstrasiniizoidal Disse
araligima sizdigr gosterilmistir. Bu durum, siniizoidal perfiizyonda ve oksijen
iletiminde aksamaya neden olur (Ito vd. 2003). Hasarli endotel doku faktorii iizerinden
koagiilasyon kaskadin1 aktive ederek, trombin ve ardindan fibrin olusumuna yol agar
(Jaeschke vd. 2018a). CYP enzimlerini igeren hepatik siniizoidal endotel hiicrelerinin
APAP’1 metabolize edebildigi bilinmesine ragmen (Hinson, 2013), vaskiiler hasarin

olusum mekanizmalar1 aydinlatilmay1 beklemektedir (Wang vd. 2020).

Karacigerde sentrilobiiler koagiilatif nekroz, APAP toksisitesinin karakteristik
lezyonudur. Hasar midzonal bolgeye uzanip, doza bagl olarak masif nekroza kadar
ilerleyebilir. Hidropik dejenerasyon, glikojen kaybi, siniizoidal dilatasyon,
sentrilobiiler konjesyon, kanama, yangisal hiicre infiltrasyonu, mikrovezikiiler
steatozis ve erken donemde apoptoz, goézlenen diger histopatolojik bulgulardir.
Bulgularin ¢esidi ve derecesi, farelerde doza ve doz asimindan nekropsiye kadar gegcen
stireye gore farklilik gostermektedir (Antoine vd. 2009; Blazka vd. 1996; Roberts vd.
1991; Shahid ve Subhan, 2014).

2.3.4. Rejenerasyon

Rejenerasyon kisaca, hasarli dokularin yenilenerek yapisal ve fizyolojik doku
biitiinligliniin yeniden saglanmasidir. Rejeneratif kapasite tiirler, dokular ve yasam
evreleri arasinda biiyiik farkliliklar gosterebilmektedir (Goldman ve Poss, 2020).
Karaciger, cerrahi rezeksiyon, enfeksiyon, toksik veya kimyasal ajan kaynakli hasarlar
sonrasinda olaganiistii bir yenilenme kapasitesine sahiptir. Agirlig1 hepatositler
tarafindan yiiklenilse de safra kanali epitel hiicreleri, stellat hiicreler ve endotelyal
hiicrelerin de rejenerasyon faaliyetlerine katilimiyla, genellikle her hiicre popiilasyonu
kendi hiicre tiiriiniin proliferasyonuyla yenilenerek, karacigerin orijinal islev ve kiitlesi
yeniden kazanilir (Bhushan ve Apte, 2023). Rejenerasyonun baglamasi i¢in 6n kosul,
nekrotik hiicrelerin fagositler tarafindan ortadan kaldirilmasidir. Nekrotik alana en
yakin hepatositler boliinerek 6len hepatositlerin yerini doldurur (Jaeschke vd. 2012).
Hepatosit proliferasyonunun inhibe edildigi ciddi hasar vakalarinda, Hering

kanallarinda yerlesik olan hepatik kok hiicreler rejenerasyonu iistlenir (Bhushan ve
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Apte, 2019). Eger yenilenme basarisiz olursa, organizmay1 6liimle tehdit eden organ

yetmezligi gelisir (Cai vd. 2022).

APAP hasar1 sonras1 karaciger rejenerasyonu ¢ok sayida sitokin, biiylime
faktorii ve endobiyotik tarafindan aktive edilen sinyal yolaklar1 vasitasiyla diizenlenir.
Cesitli hepatik hiicre tiplerinden gelen rejeneratif sinyaller hepatosit proliferasyonunu
ve karaciger rejenerasyonunu uyarir. Ayni zamanda dengeli proliferatif yanit i¢in anti
rejeneratif sinyaller de etkinlestirilir (Bhushan ve Apte, 2023). Non parankimal
hiicreler tarafindan salinan tiimdr nekroz faktorii-o (TNF-a) ve interlokin-6 (IL-6),
hepatosit biiytime faktorii (HGF), vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve
epidermal biiylime faktorii (EGF) gibi primer mitojenlerin hiicre siklusuna girme
sinyallerine karst hiicreleri hazirlar. Sitokinler ve biliylime faktdrlerinin koordineli
uyarilart siklus diizenleyici proteinlerin ekspresyonunu tetikleyerek, hiicreyi aktif
hiicre dongiisiine tasir. Doniistliriicii biiyiime faktori-p’nin (TGF-B) araciligiyla
rejenerasyonun sona ermesinin ardindan, hiicreler tekrar sessiz Go fazina gecer
(Jaeschke vd. 2014; Jaeschke vd. 2018a). Yenilenme siirecinde her bir hepatik hiicre
tirti, diger hiicre tilirlerinin ¢ogalmasinda gerekli olan mediyatorleri tiretebilir.
Duodenumun Brunner bezlerinde iiretilen EGF’nin portal dolasimla katki saglamasi
gibi, ekstrahepatik dokular da rejenerasyona destek saglayabilir (Bhushan ve Apte,
2023). Yine destek saglayabilecegi diisiiniilen farkli bir husus da APAP doz asiminda
uyarildigr bilinen otofajidir. Nekrotik alan simirindaki hiicrelerde hasarh
mitokondrilerin otofaji (mitofaji) yoluyla uzaklastirildigi gosterilmis, nekrozdan
kurtulan hiicreler sayesinde hasarin hafifletilerek rejenerasyonun kolaylastirilabilecegi
One siiriilmistlir (Ni vd. 2013). Bu hipotezle uyumlu bigimde, APAP uygulamasi
oncesi otofaji indiiksiyonunun hasara kars1 koruyucu oldugu, otofaji inhibisyonunun

ise hasar1 siddetlendirdigi ortaya konulmustur (Ni vd. 2012).

Cesitli hepatotoksik maddelerde oldugu gibi, APAP hasarindan sonra da
rejenerasyon ilacin dozuyla baglantilidir. Rejenerasyon esik bir doza kadar hasar
boyutuyla orantili olarak artig gosterirken, esik gegildikten sonra yanitta keskin bir
diisiis ve gecikme goriiliir (Bhushan ve Apte, 2019, 2023). Farelerde 600 mg/kg APAP
uygulamasinin rejenerasyonu inhibe ettigi, uyarilar devam etmesine ve hepatositlerin
yarisindan fazlasi halen canli olmasina ragmen, hiicrelerin proliferatif sinyallere cevap

vermedigi gosterilmistir (Bhushan vd. 2014).
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2.4. Sinir Biiyiime Faktorii (NGF)

Sinir biiytime faktorii (NGF, Nerve growth factor), beyin kaynakli nérotrofik
faktor (BDNF, Brain-derived neurotrophic factor), norotrofin 3 (NT 3) ve norotrofin
4/5 (NT 4/5) ile birlikte memelilerde eksprese edilen dort norotrofinden biridir
(Reichardt, 2006). Glial hiicre hatti kokenli norotrofik faktor ailesi ligandlar
(GFL’ler) ve noropoietik sitokinler ile birlikte nérotrofik faktorler ailesini olusturan
norotrofinler (Deister ve Schmidt, 2006), hem gelismekte olan hem de olgun
noronlarin  biliylimesini, farklilagmasin1 ve hayatta kalmasim1i destekleyen
biyomolekiillerdir (Skaper, 2017). Gelisim sirasinda noérotrofinlerin  veya
reseptorlerinin iglev bozukluklari, bilis, hafiza olusumu ve ruhsal durumda uzun vadeli

degisikliklere neden olabilir (Boschen ve Klintsova, 2017).

NGF, 1950’lerin basindaki kesfiyle ilk tanimlanan norotrofindir. NGF, a, B ve
v olmak iizere ii¢ alt birim igeren yiiksek molekiil agirlikli bir kompleks olarak
tanimlanir (Liu vd. 2021). Biyolojik aktivitesinden P alt birimi sorumludur. o alt
biriminin islevi bilinmezken, y alt birimi epidermal biiyiime faktorii (EGF) baglayici
bir protein olup, B alt biriminin fonksiyonunda da gorev almaktadir (Ozer ve Bayar,
2012). Endoplazmik retikulumda 6ncii formda sentezlenen NGF (proNGF) golgiye,
oradan da ekzositozla salinmak iizere hiicre yiizeyine aktarilir. proNGF, hiicre i¢inde
serin proteaz, furin konvertaz gibi enzimler ya da hiicre disinda plazmin ve néroserpin
gibi proteazlar tarafindan kesilerek olgun NGF’yi a¢iga ¢ikarir. Olgunlagma siireci ve
salgilanan proNGF/NGF orani, hiicre tipi ve fizyolojik aktiviteyle iliskilidir (Liu vd.
2021; Samario-Roman vd. 2023). Oncii formu olusturan pro kisminin uzun yillar olgun
formun katlanmasimni kolaylastiran saperon benzeri bir molekiil oldugu
diisiiniilmekteyken, artik dogal biyolojik aktivite sergiledigi kabul edilmektedir. Iki
formun noéronlar {izerinde zit etkileri bulunmaktadir. NGF proliferasyonu uyarirken,

proNGF apoptozu uyarir (Trabjerg vd. 2017).

NGEF islevlerini iki tip reseptore baglanarak gerceklestirir. Biyolojik aktiviteler
i¢in primer sorumlu, reseptdr tirozin kinazlardan olan tropomiyozin ile iligkili kinaz A
(TrkA) reseptoriidiir. Digeri ise pan-norotrofin reseptorii p75 (p75NTR) olup, TNF
reseptorleri ailesindendir ve diger ndrotrofinlere de baglanir. NGF’nin TrkA ile

baglanma hiz1 p75NTR’ye gore yavas, ancak afinitesi yiiksektir. NGF’nin diisiik
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konsantrasyonda bulundugu durumlarda p75NTR, NGF’nin TrkA reseptoriine
baglanma afinitesini artirir. NGF/TrkA kombinasyonu hiicre farklilasmasi ve sag
kaliminda rol oynayan mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK), fosfatidilinositol
3-kinaz (PI3K), ve fosfolipaz C-y (PLC-y) sinyal yolaklarmin aktivasyonunu uyarir
(Ceci vd. 2020; Zhou vd. 2023). p75NTR, NF«kB ve seramid sinyalleri araciligryla
hiicre sag kalimi, ¢cogalma, farklilasma gibi temel biyolojik siire¢lerin diizenlenmesine
katilmakla birlikte, c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ve kaspaz 3, 6 ve 9’un
aktivasyonuyla apoptozu uyarir. proNGF, p75NTR i¢in daha yiiksek bir afiniteye
sahiptir ve es reseptor sortilin varliginda hem norotrofik hem de apoptotik sinyali
aktive edebilir (Barker vd. 2020; Liu vd. 2021; Samario-Roman vd. 2023). Apoptozun
indiiksiyonu i¢cin NGF’nin p75NTR ile pro kisminin ise sortilinle etkilesime girdigi
varsayllmaktadir (Trabjerg vd. 2017). TrkA ve p75NTR farkli hiicrelerde sinerjik,
antagonistik veya birbirinden bagimsiz yanitlar iiretebilmektedir. Bu durum, NGF
veya proNGF’ye maruz kalma sonucu iiretilen cevabin hiicreye 6zgii oldugu seklinde

yorumlanmaktadir (Lorenzini vd. 2021) (Sekil 2.3).

NGF, sinir sisteminde sempatik ve sensorik noronlar ile noral krest kokenli
hiicreler i¢in giiclii ve secici bir biiylime faktoriidir (Aloe vd. 2012). Noronlarin
hayatta kalmasini, farklilagsmasini, mitozunu, onarimini, aksonal ve dendritik
biiylimeyi, sinaps olusumunu diizenleyebilir (Lorenzini vd. 2021; Zhou vd. 2023).
Dikkat, uyarilma, motivasyon, hafiza ve biling gibi bilissel aktivitelerde rol alan
kolinerjik noéronlar i¢in kritik diizeyde koruyucu gorev iistlenir. En yogun olarak
korteks, hipokampus, hipotalamus ve hipofiz bezinde iiretilen NGF, bazal ganglionlar,
talamus, omurilik ve retina gibi diger alanlar ile glial hiicreler tarafindan da sentezlenir
(Aloe vd. 2012; Ceci vd. 2020). NGF, nosiseptif agrinin ana diizenleyicisidir. TrkA
reseptoriine baglandiginda olusan kompleks endositozlanir ve néron govdesine
tasinarak, nosisepsiyonda rol oynayan ylizey reseptorlerini diizenler. TRPV1
reseptoriinde hizli post translasyonel degisiklikler olusturarak, santral ve periferik
noronlarda siirekli yogunluk ve aktivite artis1 nedeniyle hiperaljeziye yol agar (Seidel
vd. 2013; Shang vd. 2017). NGF’nin insanlarda intravendz, subkutan ve intradermal
enjeksiyonu, hizla ortaya c¢ikip haftalarca siiren miyalji ile mekanik ve termal
hiperaljeziye neden olur (Mizumura ve Murase, 2015). NGF dahil olmak iizere
norotrofik faktorlerin sentezi ya da salgilanmasindaki aksakliklarin, merkezi sinir

sisteminin dejeneratif bozukluklarinin patogenezinde yer aldigi disliniilmektedir
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(Connor ve Dragunow, 1998). Bu hipotez, eksojen NGF uygulamasmin dejenere

noronlar1 koruyup onarabildigini gésteren farkli calismalarla desteklenmektedir (Aloe

vd. 2015).
b
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Sekil 2.3. NGF reseptorleri ve sinyalizasyon (Samario-Romén vd. 2023).

NGF, sinir sistemi i¢cinde ve disinda dikkat ¢ekici derecede genis bir hiicre
poplilasyonu ve biyolojik islev yelpazesinde etkili olan, karmasik bir pleiotropik ajan
olarak one cikmaktadir (Skaper, 2017). Agirlikli olarak sinir sisteminde salgilanan
NGF’nin, epitel hiicreleri, keratinositler, melanositler, diiz kas hiicreleri, fibroblastlar,
endotel hiicreleri, mast hiicreleri, makrofajlar, lenfositler, pankreas [ hiicreleri, kornea
ve konjunktiva epiteli, limbal kok hiicreler, tiikiiriik bezleri, tiroid, testis ve ovaryumlar
gibi ¢ok sayida hiicre ve doku tarafindan sentezlendigi, sinir sistemi disinda bir¢ok
doku ve organda da fizyolojik ve patolojik siireglerde rol oynadig: tespit edilmistir
(Alastra vd. 2021; Liu vd. 2021; Lorenzini vd. 2021; Skaper, 2017). Pankreas
adaciklarinin tam gelisimi i¢in NGF gereklidir. Insiilin homeostazinda ve diyabet

patogenezinde rol oynar. Gonadal hormonlarin sentezini diizenler. Yag dokuda lipoliz
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ve termogenezin diizenlenmesinde gorev alir. Adiposit sayisini, adipokin iiretimini ve
adipoz doku yangisini kontrol eder (Samario-Roman vd. 2023). Bronsiyal diiz kas
hiicrelerinin proliferasyonunu indiikleyerek, astimin siddetlenmesine neden olabilir
(Zhou vd. 2023). Hepatositlerin TrkA ve p75NTR reseptorlerini eksprese ettigi,
NGF’nin farkli hasar modellerinde hepatoprotektif rol oynadigi gosterilmistir (Tsai vd.
2014, 2018; Valdovinos-Flores ve Gonsebatt, 2013). NGF, ekstraseliiler matriks
bilesenlerinin ekspresyonunu ve sekresyonunu, anjiyogenezi, miyofibroblast
farklilagmasini, fibroblast ve keratinosit proliferasyonunu destekleyerek yara
iyilesmesinde rol oynar. Deri yaralarinin kenarlarindaki epitel hiicreleri ve
keratinositlerde NGF ekspresyon seviyeleri daha yiiksektir. Eksojen NGF topikal
uygulandiginda, korneal, dermal ve oral yaralar iizerinde belirgin bir iyilestirici etki
gosterir. FDA, norotrofik keratitisin tedavisinde NGF’nin g6z damlasi olarak

kullanimini onaylamistir (Kanu ve Ciolino, 2021; Liu vd. 2021).

Sinir ve bagisiklik sistemlerinin ikisi de homeostazin korunmasindan ve
organizmanin ¢evreye uyum saglamasindan sorumludur. Bu amaca hizmet ederken
karmasik bir is birligi igerisinde calistiklar1 kabul edilir. Noronal hiicre fonksiyonunu
ve bagisiklik hiicresi aktivitelerini etkileyebilen NGF’nin, iki sistem arasindaki ¢apraz
etkilesimde kilit bir aract oldugu diisliniilmektedir (Minnone vd. 2017). Ayn sekilde
dikkat ¢eken diger bir kilit oyuncu da mast hiicresidir (Skaper, 2017). Mast hiicresi
aktif NGF’y1 eksprese ettigi, salgiladig1 ve depoladigi gosterilen sinir doku disindaki
ilk hiicre tipidir (Samario-Roman vd. 2023). Yenidogan ratlara NGF enjeksiyonu bag
doku ve mukozal mast hiicrelerinde hiperplaziye neden olurken (Marshall vd. 1990),
anti-NGF antikorlar1 kullanildiginda peritoneal mast hiicre sayilar1 azalmaktadir
(Aloe, 1988). Mast hiicrelerinden histamin ve serotonin salinimiyla birlikte, otokrin
etkiyle kendi salinimini da uyarir. Ayrica yangi yanitina katki olarak komsu nosiseptif
ndronlarin duyarliligini artirir ve agr1 algisini kolaylastirir (McKelvey vd. 2013; Shang
vd. 2017). Normalde diisiik olan bazal NGF iiretimi yangi sirasinda biiyiik 6l¢tide artar.
Multipl skleroz hastalarinin beyin omurilik sivisinda, romatoid artritisli hastalarin
sinovyal sivilarinda ve sistemik lupus eritematozus hastalarinin kan serumlarinda NGF
konsantrasyonu yliksektir. Yangi bolgesinde acgiga c¢ikan IL-1B, TNF-a ve IL-6 gibi
sitokinler; kas hiicreleri, epitel hiicreleri, immun hiicreler, fibroblastlar, adipositler,
noronlar ve glia gibi farkli hiicre tiplerinde NGF iiretimini uyarir. Apoptoz

inhibisyonuyla mast hiicrelerini, hematopoetik kok hiicreleri, eozinofil, noétrofil, B
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lenfosit ve monositleri hayatta kalmaya tesvik eder. Kemotaksisi aktive eder, notrofil
ve makrofajlarin fagositozunu uyarir. Eozinofillerin sitotoksik aktivitesini artirir.
Bildirilen proinflamatuar etkilerine karsilik, agirlikli etkisinin antiinflamatuar yonde
oldugu ileri siiriilmektedir (Minnone vd. 2017). Serebral hasardan sonra, antioksidan
enzim seviyelerini yiikselterek serbest radikal olusumunu azaltir. NGF ve IL-10
arasinda pozitif bir korelasyon bulunmaktadir. Her biri digerinin seviyesini artirir

(Ozer ve Bayar, 2012).

NGF ve reseptorleri karaciger, akciger, pankreas, ovaryum, meme, deri, mide
ve tiroid malign neoplazmalarinda asir1 diizeyde eksprese edilmektedir. Bu durum
onkolojide ortaya ¢ikan sinir bagimliligi kavrami baglaminda, NGF’nin timor
hiicrelerinin biiylimesi ve kanserin ilerlemesi i¢in gerekli timor ndérogenezinde itici
giic olarak One siiriilmesine neden olmustur. Ayrica, kanser agrisinda rol aldigi,
farmakolojik miidahaleler icin bir hedef ve potansiyel bir prognostik belirteg

olabilecegi diisliniilmektedir (Griffin vd. 2018).

2.5. Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz (MAPK) Sinyal Yolaklar

Organizmada homeostazin kontrolii, hiicrelere ekstraseliiler ve intraseliiler
fizikokimyasal ipuglarini algilama, bilgiyi isleme ve uygun biyolojik tepkiyi verme
yetenegi kazandiran, hiicre sinyal iletiminde gorevli biyokimyasal aglara dayanir
(Valls ve Esposito, 2022). Hiicreler bu aglar1 olusturan sinyal yolaklar1 sayesinde,
organizmanin gelismesi ve biitiinliigiinlin korunmasi i¢in biiyliime faktorleri ve
hormonlar gibi fizyolojik uyaranlara verilen cevabin yaninda, ksenobiyotikler,
ozmolarite degisiklikleri, 1s1, radyasyon, endoplazmik retikulum stresi ve oksidatif
stres gibi i¢ ve dis uyaranlara kars1 da homeostazin stirdiiriilmesi, yeniden saglanmasi
ya da hiicrenin 6liime sevki yoniindeki hiicresel yaniti ortaya c¢ikarir (Cuenda ve
Rousseau, 2007; Simmons vd. 2009). Bu noktada 6zellikle mitojenle aktive olan
protein kinaz (MAPK) sinyal yolaklar1 stres ve biiylime faktorleri gibi hiicre i¢in
olumlu ya da olumsuz uyarilari, adaptif ve programlanmis tepkilere (¢ogalma,
farklilasma, yangi, apoptoz, vs.) doniistiirmek i¢in 6zellesmistir (Peti ve Page, 2013).
Ustlendikleri gorevler bakimindan hiicresel sensdrler ve anahtarlar olarak islev goren

MAPK ’ler, hiicrenin akibetine iligkin kararlarin ortaya ¢ikisinda kritik rol oynar (Yue
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ve Lopez, 2020). MAPK’ler, embriyogenezi, hiicre ¢ogalmasini, farklilagsmasini ve

Oliimiinii kontrol eden yolaklarin ana bilesenleridir (Pearson vd. 2001).

MAPK ’ler fosforilasyon kaskadlari tarafindan diizenlenir (Pearson vd. 2001).
Onemli bir hiicresel diizenleyici mekanizma olan protein fosforilasyonu, protein
kinazlar araciligiyla amino asitlerin polar R grubuna bir fosfat (POs4) grubunun
eklenmesiyle gerceklesir. Bu ekleme, proteinin niteligini hidrofobik apolardan
hidrofilik polara degistirir ve proteinin diger molekiillerle etkilesime girmesine izin
verir. Kinazlarla zit igleve sahip fosfatazlar, fosfat grubunu uzaklastirarak proteini
defosforile eder (Ardito vd. 2017). Tiim Okaryot hiicrelerde bulunan MAPK sinyal
yolaklarinin omurgasi, yukaridan asagiya dogru fosforilasyon sirasiyla MAP3K
(MAPKKK), MAP2K (MAPKK) ve MAPK enzimlerini igeren, ¢ekirdek sinyal
modiili adi verilen ii¢ katmanl yapidan olusur. Bazi yolaklarda hiicrelere ve uyarana
gore degisebilen ek yukar1 akis (MAP4K) ve asag1 akis bilesenleri de (MAPKAPK)
sinyal iletimine katilir. Sinyal, kinazlarin sirali aktivasyonlariyla yayilir ve hedef
substratlarin fosforilasyonuna yol agar (Guo vd. 2020; Kyriakis ve Avruch, 2012;
Plotnikov vd. 2011).

MAPK’ler ya ligand reseptdr etkilesimiyle (6rnegin; biiyliime faktorleri,
hormonlar, sitokinler) ya da ligand bagimsiz olarak radyasyon, ozmotik stres gibi stres
faktorleri etkisi olmak tizere iki farkli yolla aktive edilir. MAPK sinyali, MAPK
yolaklarina bagli farkli membran reseptor ailelerinin (6rnegin; reseptor tirozin kinazlar
/RTK, G proteini kenetli reseptorler /GPCR, sitokin reseptorleri, serin/treonin kinaz
reseptorleri ve membrana bagli stres sensorleri) uyarilmastyla tetiklenir. Uyarana baglh
olarak sinyal, klasik MAPK kaskadlarinin yukar1 akis aktivatorleri olan kiiciik G
proteinleri, kinazlar veya adaptor proteinler yoluyla asagi yonde iletilir (Nadal-
Ribelles vd. 2019). Yukar akis bilesenleri tarafindan ilk katmanda aktive edilen
MAP3K, aktivasyon dongiisiindeki serin ve treonin kalintilar1 izerinde MAP2K’yi
fosforiller. Aktive MAP2K, korunmus bir Thr-X-Tyr motifi i¢ginde hem treonin hem
de tirozinin ikili fosforilasyonuyla MAPK’yi aktive eder. MAPK enzimleri, prolin
tarafindan takip edilen serin/treonin alanlarini1 taniyarak substratlarii fosforiller.
MAPK lerin inaktivasyonlari, ¢ift 6zgiilliiklii fosfatazlar (Dual-specific phosphatases,
DUSP) adiyla da bilinen MAPK fosfatazlar (MKP) tarafindan katalizlenir (Kyriakis
ve Avruch, 2012; Lawan ve Bennett, 2017; Nadal-Ribelles vd. 2019; Pearson vd.
2001).

26



Stres,

Ay Mitojenler
Mitojenler Stres 1
Plazma membrani JL / \
MAP4K MAP4Ks MAP4Ks MAP4Ks PKC
MAP3K MEKK?2/3 MAP3Ks MAP3Ks Raf, digerleri
<
E MAPKK MEKS MKK3/6 MKK4/7 MEK1/2/1b
L !
S MAPK ERKS p38a/B/y/d INK1/2/3 ERK1/2/1¢
~
3 < MKs, o < RSKs, 7
MAPKAPK SGK1 MSKs, MK3 MSKs,
MNKs MST1 MNKs
Sitoplazmik Sitoplazmik Sitoplazmik
Niikleer zarf hedefler hedefler hedefler
Y Y Y Y
Transkripsiv MEF2A, MeF2C, ATF-2, c-Fos, p53, c-Jun, ATF-2, Elk-1, Smadl-4,
r;l:(st"rlllm{wn c-Fos, Fra-1, p73, MEF2A/C, Elk-1/3, JunD, MAF-A, p53, c-Myb,
& s Sapla, CREB, Stat-1/4, Elk-1, p53c-Myc, HSF-1, ¢-Mye, SP1, c-Fos, ER,
2@ Ets-1,c-Myc Sap-la, CHOP, NFAT-4, Smad-4 Ets-1, TIF1A, Stat-1/3,
=< Pax6, Max, c-Myc, Pax6, UBF, CDC25,
Z Ets-1, c-Jun PARP-1, PARP-Y

DNA

Sekil 2.4. MAPK katmanlar1 ve hedef substratlarinin sematik gdsterimi (Plotnikov vd.
2011).

Aktive MAPK enzimleri ve asagi bilesenleri, protein fonksiyonunda ve uygun
biyolojik yanit1 yiiriiten gen ifadesinde degisiklik meydana getirmek i¢in, fosfolipaz
A2 gibi membran proteinleri, akis asagi kinazlar, hiicre iskeleti proteinleri gibi
sitoplazmik proteinler ve transkripsiyon faktorleri gibi niikleer proteinler dahil
ylzlerce substrati hedefler. Cekirdege olan sinyal iletimine c¢ogunlukla niikleer
translokasyonlar1 aracilik eder. Bu karmasa icerisinde yolak sinyalinin segiciligi, yap1
iskelesi proteinleri tarafindan izlenir. Iskele proteinleri belirli yolak elemanlarini
ayirma gorevi goriir ve bu sayede, yolak biitiinliigii ile sinyal verimliligi korunur
(Kyriakis ve Avruch, 2012; Morrison, 2012; Nadal-Ribelles vd. 2019; Pearson vd.
2001; Plotnikov vd. 2011; Yue ve Lopez, 2020) (Sekil 2.4).

Memelilerde, ekstraseliiler sinyalle diizenlenen kinaz 1/2 (ERK1/2), c-Jun N-
terminal kinaz (JNK), p38 MAPK ve ERKS olarak adlandirilan tipik ii¢ katmanl bir
modiilde ¢alisan dort klasik MAPK alt grubu ile ERK3/4, ERK7/8 ve nemo benzeri
kinaz (NLK) gibi klasik sinyal yapisin takip etmeyen ii¢ atipik MAPK alt grubuyla
birlikte, 7 alt gruba ayrilmis 14 MAPK iiyesi tanimlanmistir (Yue ve Lopez, 2020).
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Genel olarak bakildiginda, klasik MAPK grubundaki JNK ve p38 MAPK
yolaklar1 6ncelikli olarak fiziksel, kimyasal ve biyolojik stres uyaranlarina kars1 aktive
olurken, ERK1/2 modiilii ¢gogunlukla biiytime faktorleri tarafindan uyarilan sinyalleri
isler (Yue ve Lopez, 2020). Grubun daha az calisilmis olan iiyesi ERKS ise
digerlerinden farkli olarak, hem stres hem de mitojenik uyaranlar tarafindan esit
derecede aktive edilir (Plotnikov vd. 2011). ERK1/2 biiytime faktorleri, serum ve
forbol esterleri gibi ¢cogalma ve hayatta kalma uyaranlarina, daha az 6l¢iide G proteini
kenetli reseptorler (GPCR) ile sitokinlerin ligandlarina, ozmotik strese ve mikrotiibiil
diizensizligine kars1 aktive olur. ERKS, biiyiime faktorleri (6rnegin; EGF, NGF, FGF-
2 ve BDNF) ve sitokinlerin (6rnegin; Losemi inhibitor faktor-LIF) yani sira, ozmotik
stres ve hidrojen peroksit gibi stres faktorlerine yanit verir (Nadal-Ribelles vd. 2019).
Erken embriyonik gelisimdeki gerekliligiyle (Cargnello ve Roux, 2011) birlikte,
kardiyovaskiiler sistemin normal gelisimi ve vaskiiler biitiinliigiin korunmasinda kritik
rol oynadig1 ortaya c¢ikmistir (Nithianandarajah-Jones vd. 2012). Ug¢ izoformdan
olusan JNK yolagi (JNK1, 2, 3) ile dort izoformdan olusan p38 MAPK yolag: (p38a,
p38P, p38y ve p389), islevsel iligkileri nedeniyle stresle aktive olan protein kinazlar
(SAPK) olarak adlandirilirlar. Her ikisi de iyonize radyasyon, UV i1sinlari, hipoksi,
oksidatif stres, ozmotik stres, DNA hasari, sitokinler, biiytime faktorii yoksunlugu gibi
stres etkenleri ile daha az oranda biiyiime faktorleri ve bazit GPCR ligandlar1 gibi ¢ok
sayida stresten bagimsiz uyaran tarafindan aktive edilirler (Cargnello ve Roux, 2011;
Kim ve Choi, 2010; Plotnikov vd. 2011; Westenberger vd. 2021). Ortak bir¢cok uyarana
sahip olmalari, yukar akista da c¢esitli regiilatorleri paylasmalarina neden olur.
Modiillerin ikinci katmaninda, p38 icin MKK3 ve MKK6, JNK i¢cin MKK4 ve MKK7
primer MAP2K roliinii iistlenir. INK aktivatorii MKK4 ayni zamanda p38 yolagini da
aktive edebilmektedir (Cargnello ve Roux, 2011; Hotamisligil ve Davis, 2016).

2.5.1. p38 MAPK Sinyal Yolag

Hiicreler yasamlar1 boyunca hem homeostatik hem de patolojik kosullarda
farkli streslere maruz kalir. Stresin etkin yOnetimi hiicre ve organizmanin hayatta
kalabilmesi i¢in esastir. Hiicrelerin kesin ve koordineli sekilde farkl: stres kosullarinin

altindan kalkabilmeleri, ¢esitli sinyal aglarina baglidir. Bu baglamda p38 (p38 MAPK)
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sinyal yolagi, son 30 yilda 6ne ¢ikan arastirma konularindan olmustur (Canovas ve
Nebreda, 2021). p38 yolag: stres yanitindaki rolleriyle birlikte, adaptif bagisiklik,
yang1, hiicre yaslanmasi, hiicre siklusu kontrol noktalarmin diizenlenmesi, DNA
onarimi gibi siire¢lerde merkezi roller iistlenir. p38 kontroliindeki strese uygun yanit
bazen, ¢evre dokuyu korumak i¢in programli hiicre 6limiinii (apoptoz) gerektirir.
Onemli siireglerdeki bu katilim, p38 sinyalindeki diizensizliklerin patolojik sonuglari
olacagini dngérmektedir (Plotnikov vd. 2011; Whitaker ve Cook, 2021). Strese kars1
bu koordinasyon yiikiinii, siklikla es zamanli olarak aktive edilen JNK sinyal yolagiyla
birlikte iistlenir. iki yolak yukari akislarinda ¢ok sayida aktivatorii paylasir, ancak
potansiyel olarak karsit etkiler gosterebilirler. Yolaklar arasindaki farklar spesifik
iskele proteinleri ve substratlarda yatmaktadir (Canovas ve Nebreda, 2021; Plotnikov
vd. 2011). Aralarindaki ¢apraz etkilesimin kapsami ve sonuglari, hiicre tipine, dokuya
ve organizmaya baglidir (Martinez-Limoén vd. 2020). Calisma konumuzu olusturan
asetaminofene bagli akut karaciger hasarinda p38 ile JNK ekspresyon ve

fosforilasyonlari birlikte artmaktadir (Du vd. 2022; Zhou vd. 2019).

p38 MAPK ailesinin, substrat 6zgiinliikleri, ekspresyon modelleri ve
SB203580 gibi inhibitdrlere duyarliliklarinda farklilik, amino asit dizilimlerinde ise
yaklasik %60 6zdeslik gosteren, p38a, p38p, p38y ve p38d adlariyla tanimlanmis dort
tiyesi vardir (Cuenda ve Rousseau, 2007). p38a tiim dokularda bulunan ve en fazla
ekpsrese edilen aile iiyesidir. Bu nedenle mevcut literatiiriin cogunlugu bu izoformu
ifade etmektedir (Cargnello ve Roux, 2011; Martinez-Limon vd. 2020). Ekspresyon
dagilimi benzer olmakla birlikte p38p, a izoformuna kiyasla ¢ok diisiik seviyelerde
eksprese edilir ve p38a varliginda iglevsiz oldugu diisiiniilmektedir (Martinez-Limoén
vd. 2020). p38y iskelet kasinda ve p386 ise akciger, bobrek, ince bagirsak ve testiste
eksprese edilmektedir (Burton vd. 2021; Cuenda ve Rousseau, 2007). ATP
baglanmasini engelleyerek yolak inhibisyonuna neden olan SB203580 bilesigi, p38a
ve p38P aktivitesini segici olarak bloke eder. p38y ve p386 izoformlarma karsi etkisi
yoktur (Kyriakis ve Avruch, 2012). p38 ilgi ¢ekici ancak, karmasik ve zorlayici bir
terapotik hedeftir. Aktivitesinin inhibisyonu, bir¢ok yolak iizerinde bazilar1 arzu

edilmeyen pleiotropik etkilere neden olabilir (Whitaker ve Cook, 2021).

p38 MAPK sinyal yolag1 1s1 soku, ozmotik sok, oksidatif stres, inflamatuar
sitokinler, patojenle ve hasarla iligkili molekiiler paternler (PAMP ve DAMP),
DNA'’ya zarar veren ajanlar, UV 151k, y-radyasyon, hipoksi ve iskemi gibi ¢ok ¢esitli
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stres uyaranlar1 tarafindan aktive edilir (Cargnello ve Roux, 2011; Martinez-Limén vd.
2020). Mitojenler, stres ve sitokinlere kiyasla p38 yolaginin zayif aktivatorleridir
(Canovas ve Nebreda, 2021). Uyaranlarin olusturdugu sinyaller, genellikle JNK
kaskadinda islev gorenlere benzer sekilde, adaptér proteinler, kiiciik GTPazlar,
MAP4K ve MAP3K bilesenleri tarafindan p38 kaskadina iletilir (Plotnikov vd. 2011).
Yukar1 akis bilesenlerinin ¢esitliligi, hiicrelere farkli uyaranlara yanit verebilen ¢ok
sayida mekanizma saglar (Martinez-Limo6n vd. 2020). MAP2K katmaninda bulunan
MKK3 ve MKKG6, p38’in aktif dongiisiindeki treonin ve tirozin kalintilarinin
fosforilasyonuyla primer aktivator vazifesi gorlir. Baz1 durumlarda JNK aktivatorii
olan MKK4 de p38 fosforilasyonunu saglayabilir. Ayrica, TAB1 aracilifiyla ve T
lenfositlere 6zgii ZAP70 araciligiyla gerceklestirilen p38 otofosforilasyonlari,
MAP2K’den bagimsiz iki ayri alternatif aktivasyon mekanizmasidir (Burton vd.
2021). p38 sinyali MAPK fosfatazlar (MKP) tarafindan Thr-X-Tyr motifinden
fosfatlarin ¢ikarilmasiyla sona erer. Giiglii ve siirekli p38 aktivasyonu yaslanma,
apoptoz ve terminal hiicre farklilasmasiyla iligkiliyken, diisiik seviyede p38

aktivasyonu hiicrede sag kalim etkisine sahiptir (Martinez-Limoén vd. 2020).

p38 sinyal yolagi asagi akisinda, JNK’de bulunmayan MAPKAPK2-5,
MNK1/2 ve MSK1/2 gibi bilesenlere sahiptir. MNK1/2 ve MSK1, ERK1/2 sinyal
yolagiyla ortaktir. Bu ortaklik iki yolak arasinda bir sinyal entegrasyon noktasidir
(Plotnikov vd. 2011). p38 icin genis yanit yelpazesine aracilik eden yiizden fazla
substrat tanimlanmistir. Bunlar arasinda transkripsiyon faktorleri, transkripsiyon
faktorlerini aktive eden kinazlar, translasyon makinesi bilesenleri, metabolik enzimler,
glikojen sentaz ve fosfolipaz A2 gibi proteinler sayilabilir. Substratlarinin ¢ogu
sitozolik olmakla birlikte, yaklasik %30’u ¢ekirdekte ve daha diisiik oranlarda hiicre
iskeleti ve lizozomlar gibi seliiler kompartmanlarda bulunur (Canovas ve Nebreda,

2021; Cuenda ve Rousseau, 2007).

p38, bir¢ogu i¢in molekiiler detaylarin hala eksik oldugu ¢ok ¢esitli hiicresel
aktiviteye katilir (Martinez-Limén vd. 2020). immun yanitta ve yangida yer alan
sitokinler ile diger faktorlerin ekspresyonlarini diizenleyen kinazlarin, transkripsiyon
faktorlerinin ve mRNA stabilitesi diizenleyicilerinin fosforilasyonlarini kontrol eder.
Bu yoniiyle bagisiklik hiicrelerinin yani sira epitel hiicreleri, endotel hiicreleri ve
fibroblastlarda IL-1p3, TNF-a ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinlerin iiretimini diizenler

(Canovas ve Nebreda, 2021). COX-2, MMP9, iNOS ve VCAM-1 gibi doku
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reorganizasyonu ve redoks diizenlemesinde rol oynayan mediyatdrlerin
ekspresyonunu uyarir (Han vd. 2020). IL-10 iiretiminin diizenlenmesine katilim gibi
yonleriyle antiinflamatuar sinyalizasyonda da gorev alir (Burton vd. 2021). Hipoksik
kosullar tarafindan aktive edilen p38, vaskiiler endotelyal biiytime faktoriiniin (VEGF)
liretimine ve ayrica anjiyogenez siirecinde asagi akis sinyallemesine katilir. Romatoid
artritis, Crohn, sedef, ankilozan spondilitis ve kronik astim gibi inflamatuar

hastaliklarin patogenezinde kilit rol oynar (Cuenda ve Rousseau, 2007).

Strese bagl yiliksek p38 aktivitesi, hiicre siklusunu G1/S ve G2/M kontrol
noktalarinda durdurur. Yine stres yanitinda, pro ve anti apoptotik iiyelerden olusan
BCL2 ailesi arasindaki dinamik dengeye miidahale ederek apoptozu uyarir (Whitaker
ve Cook, 2021). Bagisiklik yaniti ve apoptoz iizerindeki fonksiyonlari nedeniyle,
virulensi artirmak, replikasyonu kolaylastirmak, etken ve enfeksiyon lehine apoptozu
onlemek ya da uyarmak gibi farkli amaglarla, bazi patojenler tarafindan hedef alinir
(Canovas ve Nebreda, 2021; Grédb ve Rybniker, 2019). p38 sinyali, H2O> maruziyeti,
telomer kisalmasi ve kronik onkogen aktivasyonu gibi uyaranlar tarafindan indiiklenen
yaslanmadan da sorumludur. Hiicresel yaslanma onkogen aktivasyonuna kars1 bir tiir
savunma olarak kabul edildiginden, p38 tiimoér olusumunda da 6nemli rol oynar (Han
vd. 2020). Yaslanmaya etkisi ve pro apoptotik fonksiyonu nedeniyle, p38 genel olarak
antionkojenik bir yolak kabul edilmekte ise de diger taraftan karsinogenezi tesvik

ettigine dair yayinlarin sayisi da artmaktadir (Martinez-Limo6n vd. 2020).

p38 sinyal yolagi hiicre biiylimesi ve hacminin diizenlenmesi, ekstraseliiler
matriks lretimi, iyon ve safra tuzu taginmasi, glukoneogenez ve lipogenez dahil,
karacigerde ¢ok sayida fonksiyona katilir (Xu vd. 2008). Hepatosit spesifik p38a
delesyonlu farelerde oksidatif stres ve yangi siddeti artar. Hepatik p38 ekstraseliiler
matriks sentezini ve stellat hiicre farklilagmasini uyararak, hepatik fibrozisi destekler
(Westenberger vd. 2021). Non alkolik yaghh karaciger hastaligindaki etkileri
celigkilidir. Erken asamada zay1f sekilde aktive olan p38 karacigeri steatozisden korur.
Hastalik ilerledik¢e ve yangiyla iligkili hale geldikge, yiikselen p38 seviyesi
steatohepatitisi siddetlendirir (Hwang vd. 2020).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasina, Balikesir Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan, 24.02.2022 tarihli ve 2022/1-10 say1l1 kararla verilen etik agidan uygunluk
onayryla (Ek-1) baslandi. Calisma materyalini, Balikesir Universitesi Deney
Hayvanlari Uretim, Bakim, Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden temin edilen 9-10
haftalik, 30+5 gram agirliginda, erkek, 64 adet BALB/c fare olusturdu. Fareler,
caligma Oncesi yedi giin boyunca, merkezin standart kosullarindaki 22+2 °C sicaklik
ve %60-65 nemin muhafaza edildigi plastik kafeslerde, 12’ser saatlik karanlik/aydinlik
periyodu altinda barindirildi. Bu siire zarfinda sebeke suyu ve ticari yemle serbest
olarak beslenen fareler, hepatosit GSH seviyelerinin azaltilmas1 amaciyla deney 6ncesi

son 12 saat a¢ birakildu.

3.1. Deney Asamasi ve Gruplar

(Calismada, her birinde rastgele secilen 8 fare bulunan, 8 ayr1 uygulama grubu

olusturuldu (Sekil 3.1). Gruplar ve yapilan uygulamalar Tablo 3.1’de gosterildi.

Sekil 3.1. Gruplara gore kafeslere ayrilmis fareler.
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Tablo 3.1. Calisma gruplar1 ve uygulamalar.

Grup Adi Uygulama (intraperitoneal)
Kontrol Serum fizyolojik (%0.9 NaCl) 1 ml
NGF NGF 10 pg/kg
SB203580 SB203580 20 mg/kg

NGF 10 pg/k
NGF+ SB203580 HOEE

SB203580 20 mg/kg
APAP APAP 150 mg/kg

APAP 150 mg/kg
APAP+NGF

NGF 10 pg/kg

APAP 150 mg/kg
APAP+SB203580

SB203580 20 mg/kg

APAP 150 mg/kg
APAP+NGF+SB203580 NGF 10 pg/kg

SB203580 20 mg/kg

Deneklere uygulanacak bilesiklerden APAP (Sigma-Aldrich, A7085) 10
mg/ml olacak sekilde 35°C’ye 1sitilmis %0.9 sodyum kloriir ¢ozeltisinde, SB203580
(AdooQ Bioscience, A10824) %5 Tween 80 + %30 PEG 300 + %4 DMSO + distile
su iceren siispansiyonda, NGF (MedChem Express, Mouse, 120a.a, Cat. No.: HY-
P7661) %0.9 sodyum kloriir ¢ozeltisi igerisinde ¢ozdiiriildii. Hazirlanan bilesikler,

Tablo 3.1°’de hizalarinda belirtilen dozlarda, tek doz olarak intraperitoneal yolla

farelere uygulandi.

Uygulamalarin 24. saati sonunda, isofluranla (Isoflurane Usp %100, ADEKA)
olusturulan inhalasyon anestezisi altinda gergeklestirilen dekapitasyon islemiyle,
calismanin hayvan deneyi asamasi sonlandirildi. Bu esnada her bir denekten serum

tiiplerine kan ornekleri alind1 ve +4°C’deki 30 dakikalik bekleme sonrasi santrifiije
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edilerek (10 dakika, 5000 rpm) kan serumlar1 elde edildi. Elde edilen serumlar,

analizler ger¢eklestirilene kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Kan o6rneklerinin alinmasimi takiben yapilan nekropsi esnasinda gozlenen
bulgular kaydedilerek, karaciger dokularmin bir kismi1 biyokimyasal ve molekiiler
analizler i¢in -80°C’de, kalan kismi histopatolojik analizler i¢in %10’luk tamponlu
formaldehit soliisyonuna alinarak, analizler gerceklestirilene kadar muhafaza altina

alindi.

3.2. Histopatolojik Analizler

Notral tamponlu %10’luk formaldehit soliisyonunda 48 saat tespit edilen
karaciger dokulari, akar haldeki sebeke suyu altinda 16 saat siireyle yikamaya
birakildi. Yikamanin ardindan doku takip cihazinda (Leica TP1020) alkol, ksilen ve
parafin istasyonlarindan gecirilen dokular, doku bloklama cihazi (Leica, HistoCore
Arcadia H-C) vasitasiyla parafin blok icerisine alindi. Bloklardan mikrotomla (Leica
2255) 4.5 um kalinliginda alinan kesitler histopatolojik analizler i¢in normal lamlara,
immunohistokimyasal analizler i¢in polilizin kapli lamlara aktarildi. Histopatolojik
analiz i¢in hazirlanan doku 6rneklerine Hematoksilen-Eozin (HE) boyamasi yapilarak,

151k mikroskobunda (Nikon Eclipse Ni-U) bulgular degerlendirildi.

Altmis dort denegi temsil eden her bir kesitten, 200x biiyiitmede 5 farkli alan
secilerek fotograflandi (DS-Ri2, Nikon). Fiji ImagelJ (2.12.0) yazilimi kullanilarak, her
alan fotografinda once hasarli daha sonra saglikli hepatositler sayildi ve hasarl
hepatositlerin toplam hepatosit sayisina gore ylizdelik orani hesaplandi. Bes farkl

sahanin ylizdelik oranlariin ortalama degeri, o denegin hasar skorunu olusturdu.
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3.3. Biyokimyasal Analizler

3.3.1. Kan Serumu Analizleri

Deneklerin kan serumlaria ait ALT, AST ve GGT enzimlerine iliskin

Olclimler, rutin biyokimya cihaz1 (Randox RX Imola) kullanilarak gerceklestirildi.

3.3.2. Doku Analizleri

3.3.2.1. Glutatyon Ol¢iimii

Buz tizerinde homojenize edilen doku 6rnegi, +4 derecede, 15 dakika (3000
devir/dak) boyunca santrifiij edilerek, TCA ¢ozeltisi ilavesinden sonra tekrar santrifiije
edildi. Elde edilen icerikten Ellman yontemine gore, Tablo 3.2°de aciklandig1 sekilde
GSH analizi gerceklestirildi.

Tablo 3.2. GSH analizi.

Bilesen Numune Kor
%10’luk homojenat 500 pl -
Na;HPO4 (0.3 M) 4 ml 4 ml
DTNB 500 pl 500 pl
Distile su - 500 pl

GSH miktari, oda sicakliginda 10 dakika beklendikten sonra spektrofotometrik
olarak 410 nm’de okunarak belirlendi ve nmol/gram yas doku (gyd) cinsinden

kaydedildi.
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3.3.2.2. Malondialdehit Ol¢iimii

Buz iizerinde bir dakika boyunca homojenize edilen karaciger dokularindaki

MDA miktar1, Uchiyama ve Mihara yontemiyle belirlendi (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. MDA analizi.

Bilesen Numune
Homojenat 250 ul
%1°lik fosforik asit 1500 pl
%0.6’lik TBA 1500 pl

Cozeltiler deney tiiplerine eklendikten sonra 1 saat kaynar suda bekletildi. N-
butanol (2 ml) eklendikten sonra, 5 dakika vortekslendi. Ornekler 3000xg’de 10
dakika santrifiijje edilip, 535 nm ve 520 nm’de absorbanslar1 spektrofotometrede
okundu. Malondialdehit miktarlar1 1,1°, 3,3’ tetrametoksipropan ile hazirlanan

standarda gore belirlendi ve nmol/gram yas doku (gyd) cinsinden kaydedildi.

3.3.2.3. Toplam Oksidan ve Antioksidan Seviyelerinin Ol¢iimleri

Buz iizerinde 1 dakika boyunca homojenize edilen dokular, 1 ml %0.9’luk
sodyum kloriir ilavesinden sonra 1 dakika boyunca vortekslendi. Ardindan 5 dakika
siireyle santrifiije edilerek (5000 rpm) elde edilen siipernatant TOS ve TAS
analizlerinde kullanildi. Ol¢iimlerde Rel Assay Diagnostics (Mega Tip) markali ticari
kitlerden yararlanildi. Siipernatant bulunan kuyucuklara kitlerin igerisinde bulunan 1.
reaktifler eklendikten 30 saniye, 2. reaktifler eklendikten 10 dakika sonra TOS i¢in
530 nm, TAS i¢in 660 nm dalga boylarinda spektrofotometrik ikiser 6l¢iim yapild.
Ureticinin sundugu formiilden yararlanilarak 6lgiim sonuclarindan TOS ve TAS

miktarlar1 pumol/L cinsinden hesaplanda.
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3.4. Immunohistokimyasal Analizler

Kesitlerin bulundugu polilizinli lamlar boyamadan dnceki gece boyu etiivde
bekletildikten sonra, ksilen ve alkol aracilifiyla deparafinizasyon ve rehidrasyon
islemlerinden gecirildi. Fosfat buffer soliisyonuyla (PBS) yikamanin ardindan
%0.3’liik hidrojen peroksitte 15 dakika bekletilerek, dokular iizerindeki endojen
peroksidaz aktivitesi inaktive edildi. Tekrar PBS yikamasini takiben lamlar sitrat
buffer (pH 6.0) soliisyonu igerisine konularak, mikrodalga firinda (800 W) 15 dakika
1stya maruz birakildi. Tespit esnasinda olusan capraz baglar nedeniyle erisimi
kisitlanmis antijenlerin agiga ¢ikarilmasini amaglayan bu islem sonrasinda, lamlar
soliisyon igerisinde oda sicakliginda sogutularak tekrar PBS ile yikandi. Istenmeyen
nonspesifik boyanmalar1 6nlemek amaciyla damlatilan non immun serum (Ultra V
Block, ThermoFisher, TA-125-UB) 30 dakika lamlar iizerinde bekletildi. Tablo 3.4’de
gosterilen primer antikorlar, hizalarinda belirtilen diliisyonlarda PBS igerisinde
seyreltildikten sonra kesitler lizerine damlatilarak, oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edildi. PBS ile yikama islemlerinin ardindan dokular, oda sicakliginda 30 dakika
biyotinli sekonder antikorla (Biotinylated Goat anti Polyvalent, ThermoFisher, TP-
125-BN) inkiibe edildi. Diger ara yikamalarda oldugu gibi (3x5 dakika) tekrar PBS ile
yikanan kesitler, 30 dakika streptavidin peroksidaz (Streptavidin Peroxidase,
ThermoFisher, TS-125-HR) ile inkiibe edildi. PBS ile yikama isleminin ardindan
immun reaksiyonu gostermek amaciyla, lamlar iizerinde 2 dakika kromojen (DAB,
Cell Signaling, 8090S) bekletildi. Distile suyla yapilan reaksiyon sonlandirmanin
devaminda kesitler 60 saniye Mayer’s Hematoksilen igerisine daldirildi. Sebeke
suyuyla yapilan yikamanin ardindan lamlar sirayla derisimi artan alkol (%70-80-96-
100-100) kaplar ile iki farkli ksilen kabindan gegirilerek, entellan vasitasiyla lamelle
kapatildu.

Her denege ait kesitten, 200x biiyiitmede 5 farkli alan secilerek fotograflandi
(DS-Ri2, Nikon). Fiji ImageJ (2.12.0) yazilimi kullanilarak, immun reaksiyon
gosteren pozitif alanin toplam alana yiizdelik oran1 hesaplandi. Beg farkli sahanin
yilizdelik oranlarinin ortalama degeri, incelenen denegin immunohistokimyasal

skorunu olusturdu.
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Tablo 3.4. Kullanilan primer antikorlar ve diliisyonlari.

Antikor Diliisyon  Uretici Uriin/Katalog No
iNOS 1/500 Invitrogen PA5-16855
Nitrotirozin 1/400 Millipore AB5411

TNF-a 1/200 Solarbio K108751P

IL-1B 1/200 Bioss bs-6319R

IL-6 1/200 Bioss bs-4539R

IL-10 1/200 Solarbio K009382P
Kaspaz 3 1/200 Abcam ab13847

Kaspaz 8 1/200 Abcam ab4052

NGF 1/200 Chemicon ABI1528SP

3.5. mRNA Ekspresyon Analizi

Calismamizda,

normalizatér (housekeeping gen) olarak [(-Aktin geni

kullanilarak, deneklerin p38 MAPK mRNA ekspresyonu seviyeleri belirlendi. Bunun

icin Once karaciger doku orneklerinden total RNA ekstraksiyonu gergeklestirildi.

Ardindan ters transkripsiyonla mRNA dizisinin kars1 kopyasi sentezlenerek,

komplementer DNA (cDNA) elde edildi. Ekspresyon seviyesinin 6l¢iimiinde gergek

zamanl kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu kullanildi.

Tablo 3.5. Primer dizileri.

Gen Dizi
p38 MAPK-F 5’-CCGGATCCTGGAAGATGTCGCAGGAGAG-3’
p38 MAPK-R 5’-CCGGATCCCCAGGTGCTCAGGACACCAT-3’
p-Aktin-F 5’-CTGGCTCCTAGCACCATGA-3’
p-Aktin-R 5’-TAGAGCCACCAATCCACACA-3’
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3.5.1. Total RNA Ekstraksiyonu

Total RNA ekstraksiyonunda iglemler, kit (SanPrep Column MicroRNA Mini-
Prep Kit, Bio Basic Inc., SK8811) iireticisinin talimatlarina uygun sekilde
gerceklestirildi. Buna gore; takribi 50 mg karaciger dokusu tizerine 1 ml ekstraksiyon
stvisi eklenerek, homojenizatérde 30 saniye doku homojenize edildi. Oda sicakliginda
10 dakika inkiibe edilen eppendorf tiip icerisindeki dokuya, 0.2 ml kloroform eklendi.
Otuz saniyelik vorteksleme sonrasi, 10 dakika boyunca 4°C sicaklik altinda
12.000xg’de santriflijlendi. Olusan siipernatanttan 540 ul RNaz igermeyen tiipe
aktarildi. Uzerine 1.5 kati hacimde %100 etanol eklenerek, pipetleme ydntemiyle
karigmalar1 saglandi. Karisimin tamami spin kolona aktarilarak 12.000xg’de 2 dakika
santrifiijlendi ve akista kalan sivi atildi. Spin kolona RPE soliisyonundan 0.5 ml
ekleyip, 12.000xg’de 30 saniye santrifiijlendikten sonra akista kalan sivi atildi. Son
islem bir kez daha tekrarlandiktan sonra spin kolon yeni bir tiipe yerlestirildi. RNaz
igermeyen sudan iizerine 30 ul eklenerek, 2 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi
12000xg’de 30 saniye santrifiijlendi. Elde edilen total RNA soliisyonlar1 -80°C’de

korumaya alindi.

Sonraki asamada kullanilacak RNA konsantrasyonlarini denekler arasinda
esitlemek amaciyla, spektrofotometrede orneklerin RNA miktari 6l¢iildii ve cihazin
(Thermo Scientific, NanoDrop 1000) yazilimiyla ng/pl. cinsinden hesaplanarak
kaydedildi.

3.5.2. Komplementer DNA (¢cDNA) Sentezi

Gergek zamanli PZR dongii cihazinda (Rotor-Gene Q MDx Splex HRM), ticari
kit (OneScript® Plus cDNA Synthesis Kit, abm, G236) fireticisinin tavsiye
protokoliine uygun olarak yiiriitiilen islemlerle, ekstrakte edilen RNA’lardan ters

transkripsiyonla cDNA sentezlendi.

Tablo 3.6’da gosterilen reaktif karigimi ile total RNA 6rnekleri birlestirilerek
vortekslendi. PZR cihazinda 54°C’de 15 dakika inkiibe edilerek, cDNA sentezi
gerceklestirildi. Cihaz sicakligit 5 dakika 85°C’de tutularak revers transkriptaz
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enziminin aktivitesi sonlandirildi. Elde edilen ¢cDNA fiiriinleri -80°C’de korumaya

alindi.

Tablo 3.6. cDNA sentezinde kullanilan reaktifler.

Bilesen Miktan
5X RT Buffer 4 nl
dNTP 1l
Random primer 1wl
Oligo (dT) 1l
OneScript Plus RTase 1 ul
Niikleaz bulunmayan su 8 ul

3.5.3. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PZR cihazinda cDNA’lar kalip olarak kullanilarak, SYBR Green boya iceren
ticari kit (BlasTag™ 2X gPCR MasterMix, abm, G891) araciligiyla ekspresyon

seviyeleri 6l¢iildii.

PZR cihazi, icerigi Tablo 3.7°de gosterilen karisimdan olusan orneklerle,
Tablo 3.8°de bildirilen dongii kosullarinda calistirildi. Incelenen DNA igin
amplifikasyon dongiileri sirasinda alinan floresan 1s1maya ait esik degerini, normalize
edilmis housekeeping genin esik degeriyle kiyaslayan karsilagtirmali AACt (2-44¢t)

yontemi kullanilarak, mRNA ekspresyon seviyeleri belirlendi.
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Tablo 3.7. PZR i¢in kullanilan karisimin bilesenleri.

Bilesen Miktari

BlasTag™ 2X qPCR MM 10 pl

Primer (forward) 0.5 ul

Primer (reverse) 0.5 ul

cDNA 1wl

Niikleaz bulunmayan su 8 ul

Tablo 3.8. PZR cihazi dongii kosullari.

Islem Sicakhk Siire Déngii Sayisi
Enzim Aktivasyonu 95°C 3 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 15 saniye
Uzatma 60°C 1 dakika 0

3.6. istatistiksel Analizler

Calismamizda elde edilen verilerin istatistiki analizleri IBM SPSS Statistics
v.26.0 programi kullanilarak gercgeklestirildi. Tiim veri setlerinin normal dagildiginin
tespiti lizerine, grup ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml farklarin bulunup
bulunmadigi, tek yonlii varyans analiziyle (one way ANOVA) belirlendi. Anlamli fark
bulunan analizlerde, farkliligin hangi gruptan kaynaklandigini ortaya ¢ikarmak ig¢in
post hoc Tukey HSD testi kullanildu. Istatistiksel anlamlilik esigi p<0.05 olarak kabul
edildi. Elde edilen sonuglar, ortalama ve standart hata (X+SE) bi¢iminde bulgular
boliimiinde paylasildi.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskobik Bulgular

Calismanin 24. saatinde gergeklestirilen Otenazi sonrasi yapilan nekropside,
deneklerin dis ve i¢ bakisinda hayvanlarin genel goriiniimleri normaldi. Tim
deneklerin karacigerlerinin kontrol grubuna benzer sekilde normal goriiniim ve
boyutta oldugu, herhangi bir makroskobik bulgunun sekillenmedigi dikkati ¢ekti
(Sekil 4.1).

1'.-—A- PR S

Sekil 4.1. Karacigerlerin makroskobik goriiniimleri. a. Kontrol, b. NGF, c.
SB203580, d. NGF+SB203580, e. APAP, f. APAP+NGF, g. APAP+SB203580, h.
APAP+NGF+SB203580 gruplari.
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Calismay1 olusturan Kontrol, NGF, SB203580 ve NGF+SB203580 gruplarinda
yapilan histopatolojik bakida herhangi bir bulgu tespit edilmedi (Sekil 4.2-4.5).

Sekil 4.2. Kontrol grubuna ait bir karaciger. HE
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Sekil 4.4. SB203580 grubuna ait bir karaciger. HE
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Sekil 4.5. NGF+SB203580 grubuna ait bir karaciger. HE

APAP uygulanan deneklerin karacigerlerinde, gruplara goére degismekle
birlikte farkli derece ve siddette dejeneratif degisiklikler gozlendi. Sentrilobiiler
bolgede gozlenen hidropik dejenerasyonun siddetinin midzonal bolgede azaldigi, yer
yer sentrilobiiler bolgede goriilen piknotik ¢ekirdekli ve hipereozinofilik sitoplazmali
hepatositlerin seyrek olarak portal alana kadar yayildigi goriildii. Lezyonlarin
siddetinin sirastyla, APAP, APAP+NGF, APAP+SB203580 ve
APAP+NGF+SB203580 gruplarinda artis gosterdigi goriildii. Tim gruplardaki

karacigerlerde yangisal hiicre infiltrasyonu ve nekroza rastlanmadi (Sekil 4.6-4.9).
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Sekil 4.6. APAP grubuna ait bir karaciger. Hepatositlerde hidropik dejenerasyon
(ok). HE

Sekil 4.7. APAP+NGF grubuna ait bir karacigerde hidropik dejenerasyon (ok),

piknotik ¢ekirdekli ve hipereozinofilik sitoplazmali hepatositler (ok basi). HE
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Sekil 4.8. APAP+SB203580 grubuna ait bir karaciger. Sentrilobiiler bolgedeki

hepatositlerde hidropik dejenerasyon (ok), piknotik ¢ekirdekli ve hipereozinofilik
sitoplazmali hepatositler (ok basi). HE
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Sekil 4.9. APAP+NGF+SB203580 grubuna ait bir karaciger. Sentrilobiiler bolgedeki

hepatositlerde hidropik dejenerasyon (ok), piknotik ¢ekirdekli ve hipereozinofilik
sitoplazmali hepatositler (ok bas1). HE

Karacigerde meydana gelen doku hasarini skorlandirmak i¢in, Hematoksilen
Eozin (HE) ile boyanmus kesitlerin bes farkli alanindan 151k mikroskobuyla elde edilen
dijital fotograflardan, ImageJ yazilimi araciliftyla hepatosit sayimi yapildi.
Fotograftaki alanin (200x biiyilitme) tamaminda bulunan toplam hepatosit sayist ve
hasarli hepatosit (hidropik dejenere hepatositler ile piknotik ¢ekirdekli ve eozinofilik
sitoplazmali hepatositler) sayis1 ve yiizdelik orani belirlendi. Her denek igin, bes farkli
alan fotografindan elde edilen sonuglarin ortalamasi, o denegin hasar skorunu
olusturdu. Gruplara gore elde edilen sonuglar Tablo 4.1 ile Sekil 4.10°da gosterildi.
APAP uygulanan gruplara ait skorlarin, APAP uygulanmayan gruplardan yiiksek
seviyede ve anlamli Olglide farkli oldugu goriildii. En yiiksek hasar skorunun
APAP+NGF+SB203580 grubuna, en diisiik skorun ise APAP grubuna ait oldugu ve

aralarinda anlamli fark bulundugu tespit edildi.
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Tablo 4.1. Gruplara gore ortalama hasar skorlari.

Grup X +SE
Kontrol 0.08 £0.072
NGF 0.06 £ 0.042
SB203580 0.08 £ 0.042
NGF+ SB203580 0.01 £0.012
APAP 10.33 £ 0.36b¢
APAP+NGF 12.72 £0.87%
APAP+ SB203580 15.05 +0.854
APAP+NGF+ SB203580 21.22 £ 1.44¢

Harflendirme yOntemiyle olusturulan iist simgeler, gruplar arasi farklari (p<0.05) ve

benzerlikleri (p>0.05) gostermektedir. X: ortalama, SE: standart hata.

Hasar Skoru
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Sekil 4.10. Gruplara gore hasar skorlarinin dagilim grafigi.
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4.3. Biyokimyasal Bulgular
Calismamizda biyokimyasal yontemler kullanilarak, kan serumlarindan ALT,

AST ve GGT ile karaciger dokularindan GSH, MDA, TOS ve TAS analizleri yapildi.
Analiz sonuglarina iligkin veriler Tablo 4.2 ve Sekil 4.11-17’de gosterildi.
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Tablo 4.2. Biyokimyasal analiz sonuglariin gruplara gore dagilimu.

Gru ALT AST GGT GSH MDA TOS TAS
P (U/L) (U/L) (U/L) nmol/gr nmol/gr umol/L umol/L
Kontrol 2425+ 1.68 74.63+3.06% 1.78£0.45* 2934.19+173.08*  88.03 +£6.14% 22.44 +0.15% 4.01 £ 0.2]abede
NGF 25.75+£1.60* 7538+4.04* 1.73+0.49* 343241+263.49* 105.25+12.35* 2247+0.14* 4.33 £ (.09abede
SB203580 23.88+£1.78* 78.75+4.63* 1.98+0.58* 3352.55+247.53*  98.97 +£2.92% 2243 +£0.172 3.55+0.14%
NGF + 25.75£1.56* 76.75+2.80* 1.75+0.61* 3280.83 +106.95* 73.33 £2.96° 22.11 +0.142 3.50+0.17¢
SB203580 . . . . . } } } } } } . . .
APAP 2638 +£1.92* 78.75+4.73* 2.00+0.48 3478.32+197.21* 100.07 +£11.08®>  22.57+0.11° 3.95 + (0.258bcde
APAP +NGF 26.88+1.88 75.50+£3.57*° 1.96=+0.44* 374432+142.022  82.18 £2.08% 22.09+£0.312 3.97 £ 0.]&abede
APAP + b d
26.50 £2.36* 74.75+3.80* 2.09+0.42% 3301.24+145.93*  86.81 £1.60° 22.22 £0.242 4.41 +£0.28

SB203580
APAP + NGF a a a a ab a b
+SB203580 27.88£2.23* 79.75+4.02¢ 2.01+£0.59 3041.80 £92.31 98.96 £ 5.55 2241 £0.13 4.68 +0.17

Veriler ortalama (X)) + standart hata (SE) olarak verilmistir. Harflendirme yontemiyle olusturulan iist simgeler, gruplar aras1 farklar1 (p<0.05) ve
benzerlikleri (p>0.05) gostermektedir.



Kan serumlarindan yapilan ALT analizi sonuglarina gore gruplar arasinda fark

tespit edilmedi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Gruplara gore ALT analiz sonuglari.

Kan serumlarindan yapilan AST analizi sonuglarina gore gruplar arasinda fark

tespit edilmedi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Gruplara gore AST analiz sonuglari.
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Kan serumlarindan yapilan GGT analizi sonuglarina gore gruplar arasinda fark

tespit edilmedi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Gruplara gore GGT analiz sonuglari.

Karaciger doku orneklerinden yapilan GSH analizi sonuglarina gore gruplar

arasinda fark tespit edilmedi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Gruplara gore GSH analiz sonuglari.
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Karaciger doku orneklerinden yapilan MDA analizi sonuglart Sekil 4.15°de
gosterildi. NGF grubu MDA seviyesinin NGF+SB203580 grubundan anlamlhi

derecede yiiksek oldugu goriildii.
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Sekil 4.15. Gruplara gére MDA analiz sonuglari.

Karaciger doku orneklerinden yapilan TOS analizi sonuglar1 Sekil 4.16’da

gosterildi. Gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi.
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Sekil 4.16. Gruplara gore TOS analiz sonuglari.
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Karaciger doku orneklerinden yapilan TAS analizi sonuglar1 Sekil 4.17°de
gosterildi. En yiiksek TAS seviyesinin APAP+NGF+SB203580 grubunda bulundugu
ve onu takip eden APAP+SB203580 grubundan farkli seviyede oldugu, bu gruplarda
tespit edilen seviyelerin ayni gruplarin APAP uygulanmamis karsiliklar1 olan
NGF+SB203580 ve SB203580 gruplarindan yiiksek diizeyde ve anlamli derecede
farkli olduklar1 goriildii.
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Sekil 4.17. Gruplara gore TAS analiz sonuglari.

4.4. Immunohistokimyasal Bulgular

Bu tez caligmasinda streptavidin-biotin yontemiyle karaciger dokusundaki
iNOS, Nitrotirozin, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10, Kaspaz 3, Kaspaz 8 ve NGF
ekspresyonlari immunohistokimyasal olarak incelendi. Elde edilen sonuc¢lar Imagel
yazilimiyla analiz edilerek, pozitif reaksiyonlarin toplam alana orani ylizdelik degerler
halinde skorlandirildi. Skorlandirma sonuglarina gore belirlenen grup ortalamalari

Tablo 4.3 de gosterildi.
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Tablo 4.3. Gruplara gore immunohistokimyasal skorlandirma sonuglari.

Grup iNOS Nitrotirozin TNF-a IL-1p IL-6 IL-10 Kaspaz 3 Kaspaz 8 NGF
Kontrol 1.71£0.09* 1.05+0.26* 0.61+0.04*  0.62+0.05* 1.66+0.11*  0.71+0.07* 1.12+0.16* 1.85+0.15% 0.76+0.08*
NGF 1.77+0.16* 1.66+0.46 0.64+0.02*  0.93£0.10°  1.91+0.13*  0.93+0.06®  1.13£0.07*°  2.51+0.21*  0.91+0.15°
SB203580 2.62+0.58¢ 1.50+0.32% 0.89+0.03*  0.72+0.07*  2.70£0.29® 0.78+0.06*°  1.19+0.11% 1.98+0.16% 1.00+0.142
NGF + b d

1.71+£0.68* 1.88+0.53% 0.92+0.06*  0.54+0.03* 2.53+0.26® 0.75+0.06*  1.24+0.16* 2.48+0.22%¢ 0.88+0.07*
SB203580
APAP 2.83+0.27¢ 3.03+0.73% 1.69+£0.18%  1.08+0.13*  4.06+0.54> 1.01£0.10®  2.87+0.26°%  4.24+(.31° 2.87+0.39°
APAP + NGF  2.99+0.49* 2.2540.51*  1.1740.17%  0.70£0.09°  4.88+0.65° 1.17+0.10*  4.32+£0.37°  3.87+0.63%  2.49+0.43%
APAP + b d q d d
2.78+0.27% 1.86+0.35% 1.52+0.23%  1.88+0.20 7.90+0.44 0.77£0.07*  2.14+0.24 4.70+0.24 4.89+0.40
SB203580
+0.26° +0.42° + + + +0.07° +0.21° +0.41¢ + e
+ SB203580 3.04+0.26 2.67+0.42 2.45+0.16%  1.83+0.21°  8.57+0.43¢  0.96+0.07 3.31+0.21 6.80+0.41 3.95+0.59

Veriler ortalama (X) + standart hata (SE) olarak verilmistir. Harflendirme yontemiyle olusturulan iist simgeler, gruplar aras1 farklar1 (p<0.05) ve
benzerlikleri (p=>0.05) gostermektedir.



Karaciger dokularindaki iNOS ekspresyonunu tespit etmek icin yapilan
immunohistokimyasal analiz sonuglarina ait veriler Sekil 4.18de gosterildi. Kontrol,
NGF ve NGF+SB203580 gruplarinda bireysel olarak lobiil geneline dagilmis haldeki
hepatositlerde intrasitoplazmik immun pozitif reaksiyonlar gézlendi (Sekil 4.19 a, b,
d). APAP, APAP+NGF, APAP+SB203580 ve APAP+NGF+SB203580 gruplar ile
APAP uygulanmayan SB203580 grubunda ise sentrilobiiler bolgeyi cevreleyen
hepatositlerde daha yogun bir boyanmayla birlikte, Kupffer hiicrelerinin
sitoplazmalarinda pozitif reaksiyon tespit edildi (Sekil 4.19 ¢, e-h). Ancak gdzlenen

yogunluk artis1, gruplar arasinda anlamlilik derecesinde farka neden olmadi.

iNOS
6,00
5,00 ]
i ? 2
*® T a Py a a
S 4,00 I - I ad
s
= (o] [o]
T 3,00 0 X y X
a8 ¥ X
a X o o
= a ° o
E 2,00 =
E . X
[ |
1,00
o
|
0,00
o o o0 J ok o0 0
o W R%s 5 N o & e
® o N ol 9 P Q"S%
NS PQ% k@@
%
PgP

Sekil 4.18. Anti-iNOS antikoru immunohistokimyasal boyama sonuglari.
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Sekil 4.19. Anti-iNOS immunohistokimyasal boyanma paternleri. a. Kontrol grubu,
b. NGF grubu, ¢. SB203580 grubu, d. NGF+SB203580 grubu, e. APAP grubu,
f. APAP+NGF grubu, g. APAP+SB203580 grubu, h. APAP+NGF+SB203580

grubu.
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Karaciger dokularindaki nitrotirozin ekspresyonunu tespit etmek i¢in yapilan
immunohistokimyasal analiz sonuglarina ait veriler Sekil 4.20°de gosterildi. Kontrol,
NGF, SB203580 ve NGF+SB203580 gruplarinda lobiillerin farkli lokalizasyonlarina
daginik ve lobiil basina 1-5 hepatositte intrasitoplazmik boyanma gozlendi (Sekil 4.21
a-d). APAP, APAP+NGF, APAP+SB203580 ve APAP+NGF+SB203580 gruplarinda
ise sentrilobiiler bolge hepatositlerinde intrasitoplazmik reaksiyon tespit edildi (Sekil
4.21 e-h). Boyanma yogunlugu kiigiikten biiyiige sirasiyla APAP-+SB203580,
APAP+NGF, APAP+NGF+SB203580 ve APAP gruplarinda artis gosterdi. Ancak

gbzlenen artis gruplar arasinda anlamli bir fark olusturmadi.
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Sekil 4.20. Anti-Nitrotirozin antikoru immunohistokimyasal boyama sonuglari.
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Sekil 4.21. Anti-Nitrotirozin immunohistokimyasal boyanma paternleri. a. Kontrol
grubu, b. NGF grubu, ¢. SB203580 grubu, d. NGF+SB203580 grubu, e. APAP
grubu, f. APAP+NGF grubu, g. APAP+SB203580 grubu,

h. APAP+NGF+SB203580 grubu.
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Karaciger dokularindaki TNF-a ekspresyonunu tespit etmek icin yapilan
immunohistokimyasal analiz sonuglarina ait veriler Sekil 4.22°de gosterildi. Kontrol,
NGF, SB203580 ve NGF+SB203580 gruplarinda sentrilobiiler alanlarda bulunan
hepatositlerin sitoplazmalarinda zayif immun reaksiyon gozlendi (Sekil 4.23 a-d).
APAP, APAP+NGF, APAP+SB203580 ve APAP+NGF+SB203580 gruplarinda ise
sentrilobiiler bolge hepatositlerinde, APAP uygulanmayan gruplara gore daha yogun
intrasitoplazmik reaksiyon tespit edildi (Sekil 4.23 e-h). Reaksiyonun en fazla
goriildiigic. APAP+NGF+SB203580 grubu, diger gruplarin tamamindan anlamli

derecede farkliydi.
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Sekil 4.22. Anti-TNF-a antikoru immunohistokimyasal boyama sonuglari.
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Sekil 4.23. Anti- TNF-a immunohistokimyasal boyanma paternleri. a. Kontrol
grubu, b. NGF grubu, ¢. SB203580 grubu, d. NGF+SB203580 grubu, e. APAP
grubu, f. APAP+NGF grubu, g. APAP+SB203580 grubu,

h. APAP+NGF+SB203580 grubu.
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Karaciger dokularindaki IL-1B ekspresyonunu tespit etmek icin yapilan
immunohistokimyasal analiz sonuglarina ait veriler Sekil 4.24’de gosterildi. APAP
uygulanmayan Kontrol, NGF, SB203580 ve NGF+SB203580 gruplar1 ile APAP
uygulanan APAP ve APAP+NGF gruplarinda benzer seviyelerde, sentrilobiiler
alanlarda bulunan hepatositlerde yer yer zayif immun reaksiyon gozlendi (Sekil 4.25
a-f). APAP+SB203580 ve APAP+NGF+SB203580 gruplarinda sentrilobiiler bolgede
gbzlenen boyanma ise diger gruplardan anlamli derecede daha yogundu (Sekil 4.25 g-

h).
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Sekil 4.24. Anti-IL-1f antikoru immunohistokimyasal boyama sonuglari.
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Sekil 4.25. Anti- IL-1p immunohistokimyasal boyanma paternleri. a. Kontrol grubu,
b. NGF grubu, ¢. SB203580 grubu, d. NGF+SB203580 grubu, e. APAP grubu,
f. APAP+NGF grubu, g. APAP+SB203580 grubu, h. APAP+NGF+SB203580 grubu.
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Karaciger dokularindaki IL-6 ekspresyonunu tespit etmek i¢in yapilan
immunohistokimyasal analiz sonuglarina ait veriler Sekil 4.26’da gosterildi. Kontrol
ve NGF gruplarinda 1-2 hepatositin intrasitoplazmik boyanmasiyla tespit edilen IL-6
pozitifligi, SB203580 ve NGF+SB203580 gruplarinda sentrilobiiler bdlgede artis
gosterdi (Sekil 4.27 a-d). APAP uygulanan APAP ve APAP+NGF gruplarinda
artmaya devam eden reaksiyon, p38 MAPK yolaginin inhibe edildigi
APAP+SB203580 ve APAP+NGF+SB203580 gruplarindaki boyanma ise diger

gruplarin tamamindan anlamli derecede yiiksekti (Sekil 4.27 e-h).
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Sekil 4.26. Anti-IL-6 antikoru immunohistokimyasal boyama sonuglari.
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Sekil 4.27. Anti- IL-6 immunohistokimyasal boyanma paternleri. a. Kontrol grubu,
b. NGF grubu, ¢. SB203580 grubu, d. NGF+SB203580 grubu, e. APAP grubu,
f. APAP+NGF grubu, g. APAP+SB203580 grubu, h. APAP+NGF+SB203580 grubu.
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Karaciger dokularindaki IL-10 ekspresyonunu tespit etmek i¢in yapilan
immunohistokimyasal analiz sonuglarina ait veriler Sekil 4.28’de gosterildi. Kontrol,
SB203580, NGF+SB203580 ve APAP+SB203580 gruplarinda zayif boyanma
reaksiyonu goriildii (Sekil 4.29 a, ¢, d, g). APAP+NGF grubunda gozlenen
intrasitoplazmik reaksiyon (sentrilobiiler bolge hepatositleri), bu gruplardan anlamli
derecede fazlaydi (Sekil 4.29 f). NGF, APAP ve APAP+NGF+SB203580 gruplarinda
da boyanma yogunlugunda artis gdzlenmesine ragmen, artig gruplar arasinda fark

olusturmadi (Sekil 4.29 b, e, h).
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Sekil 4.28. Anti-IL-10 antikoru immunohistokimyasal boyama sonugclari.
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Sekil 4.29. Anti- IL-10 immunohistokimyasal boyanma paternleri. a. Kontrol grubu,
b. NGF grubu, ¢. SB203580 grubu, d. NGF+SB203580 grubu, e. APAP grubu,
f. APAP+NGF grubu, g. APAP+SB203580 grubu, h. APAP+NGF+SB203580 grubu.
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Karaciger dokularindaki kaspaz 3 ekspresyonunu tespit etmek i¢in yapilan
immunohistokimyasal analiz sonuglarina ait veriler Sekil 4.30°da gosterildi. APAP
uygulanmayan Kontrol, NGF, SB203580 ve NGF+SB203580 gruplarinda lobiiliin
farkli lokalizasyonlarinda birkac hepatositte gozlenen kaspaz 3 pozitifligi yoniinden
gruplar arasinda anlamli fark yoktu (Sekil 4.31 a-d). APAP uygulanan gruplarda
sentrilobiiler bolgede artis gosteren reaksiyon, eksojen NGF uygulanan APAP+NGF
grubunda diger gruplarin tamamindan anlamli derecede yiiksek seviyede, ona en yakin
boyanma yogunlugu gézlenen APAP+NGF+SB203580 grubunda ise APAP grubuna
benzerlik gostermekle birlikte diger gruplardan farkliyd: (Sekil 4.31 e-h).
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Sekil 4.30. Anti-Kaspaz 3 antikoru immunohistokimyasal boyama sonugclari.
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Sekil 4.31. Anti-Kaspaz 3 immunohistokimyasal boyanma paternleri. a. Kontrol
grubu, b. NGF grubu, ¢. SB203580 grubu, d. NGF+SB203580 grubu, e. APAP
grubu, f. APAP+NGF grubu, g. APAP+SB203580 grubu, h. APAP+NGF+SB203580

grubu.
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Karaciger dokularindaki kaspaz 8 ekspresyonunu tespit etmek i¢in yapilan
immunohistokimyasal analiz sonuglarina ait veriler Sekil 4.32°de gosterildi. APAP
uygulanmayan Kontrol, NGF, SB203580 ve NGF+SB203580 gruplarinda lobiiliin
farkli lokalizasyonlarinda birkac hepatositte gozlenen kaspaz 8 pozitifligi yoniinden
gruplar arasinda anlamli fark yoktu (Sekil 4.33 a-d). APAP uygulanan gruplarda
sentrilobiiler bolgede boyanma yogunlugunun arttig1 gézlendi (Sekil 4.33 e-h). APAP,
APAP+NGF ve APAP+SB203580 gruplar1 arasinda benzerlik gosteren reaksiyon,
eksojen NGF ile birlikte SB203580 uygulanan hasar grubunda en yliksek seviyede ve

diger gruplardan anlamli derecede farkliydi.
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Sekil 4.32. Anti-Kaspaz 8 antikoru immunohistokimyasal boyama sonuglart.
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Sekil 4.33. Anti-Kaspaz 8 immunohistokimyasal boyanma paternleri. a. Kontrol
grubu, b. NGF grubu, ¢. SB203580 grubu, d. NGF+SB203580 grubu, e. APAP
grubu, f. APAP+NGF grubu, g. APAP+SB203580 grubu,

h. APAP+NGF+SB203580 grubu.
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Karaciger dokularindaki NGF ekspresyonunu belirlemek icin yapilan
immunohistokimyasal analiz sonuglarina ait veriler Sekil 4.34’de gosterildi.
Boyanmanin sadece hepatositlerin sitoplazmalarinda sekillenmesi dikkat c¢ekti.
Kontrol, NGF, SB203580 ve NGF+SB203580 gruplarinda lokalizasyon
gbzetmeksizin, lobiil basina 1-3 hepatositte boyanma gozlendi (Sekil 4.35 a-d). APAP
uygulanan APAP, APAP+NGF, APAP+SB203580 ve APAP+NGF+SB203580
gruplarinda ise boyanmanin sentrilobiiler bolgede yogunlastigi ve APAP
uygulanmayan gruplara gore reaktivitede anlamli artis oldugu goriildii (Sekil 4.35 e-
h). APAP+SB203580 grubunda go6zlenen reaksiyon APAP+NGF+SB203580

grubuyla benzer seviyede olmakla birlikte, diger gruplardan anlamli 6l¢iide yiiksekti.
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Sekil 4.34. Anti-NGF antikoru immunohistokimyasal boyama sonuglari.
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Sekil 4.35. Anti-NGF immunohistokimyasal boyanma paternleri. a. Kontrol grubu,
b. NGF grubu, ¢. SB203580 grubu, d. NGF+SB203580 grubu, e. APAP grubu, f.
APAP+NGEF grubu, g. APAP+SB203580 grubu, h. APAP+NGF-+SB203580 grubu.
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4.5. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulgulari

Termal dongli cihazi vasitasiyla yapilan gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu analiziyle, karaciger dokularindaki p38 MAPK ile referans olarak
kullanilan p-Aktin genine ait Ct (cycle threshold) degerleri belirlendi. Elde edilen
degerler kullanilarak, karsilagtirmali AACt (2-22!) yontemiyle p38 MAPK mRNA
ekspresyon seviyeleri saptand1 ve gruplara gore sonuclar Tablo 4.4 ve Sekil 4.37°de
sunuldu. APAP uygulanmayan gruplarda NGF uygulamasinin p38 MAPK mRNA
ekspresyonunu artirdigi, NGF grubunda ekspresyonun Kontrol ve SB2053580
gruplarindan anlamli derecede yiiksek oldugu, APAP uygulamasinin p38
ekspresyonunu artirdigi, APAP+NGF, APAP+SB203580, APAP+NGF+SB203580
gruplarindaki ekspresyon seviyelerinin APAP uygulanmayan gruplara gore anlamli

Olciide yiiksek oldugu goriildii.
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Sekil 4.36. p38 MAPK ve f-Aktin genine ait 6rnek gogalma egrisi.
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Tablo 4.4. p38 MAPK mRNA ekspresyon seviyelerinin gruplara gore dagilimi.

Grup X+ SE
Kontrol 1,05 +0,132
NGF 2,29 +£0,29°
SB203580 1,01 £0,192
NGF+ SB203580 2,05+ 0,292
APAP 3,14 £ 0,27%
APAP+NGF 4,13 +£0,29%
APAP+ SB203580 3,61 +0,29¢¢
APAP+NGF+ SB203580 3,76 £ 0,20

Harflendirme yontemiyle olusturulan iist simgeler, gruplar arasi farklari (p<0.05) ve

benzerlikleri (p>0.05) gostermektedir. X: ortalama, SE: standart hata.
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Sekil 4.37. Gruplara gore p38 MAPK mRNA ekspresyon seviyeleri.
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5. TARTISMA

Glinlimiizde analjezik ve antipiretik ilag olarak siklikla kullanilan APAP biiyiik
oranda faz II reaksiyonlariyla metabolize edilir. Yiizde besten daha az1 degismeden
idrarla atilirken, yaklasik %10’luk bir kismi sitokrom P450 sistemiyle oksidasyona
ugrayarak toksik metabolit NAPQI’ya (N-asetil-p-benzokinonimin) doniistiriiliir.
Toksik doza ulasildiginda faz II yollar1 doyarak oksidasyona giren APAP orani ve
aciga c¢cikan NAPQI miktar1 artar. Konjugasyonla NAPQI’y1 detoksifiye etmekten
sorumlu olan GSH stoklari, doz asiminda yetersiz kalir. Oldukea reaktif olan NAPQI
GSH tarafindan tamponlanamadiginda, hiicredeki proteinlerle kovalent baglar kurarak
eklentiler olusturur ve protein fonksiyonlarmi bozar. NAPQI, oncelikli hedefi olan
mitokondriyal proteinlere baglanarak, mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif strese
neden olur. Artan reaktif oksijen tiirleri JNK aktivasyonuna, JNK aktivasyonu da
elektron tasima zincirinin inhibisyonuyla oksidatif stres artigina yol acar ve bdylece
kendi kendini siirdiiren bir dongii olusur. Bu dongii, mitokondriyal gecirgenlik gegis
gozeneginin (MPTP) acilmasiyla sonuglanir. Aktive olan MPTP, mitokondriyal
depolarizasyon, oksidatif fosforilasyonun bozulmasi, ATP sentezinin durmasi,
mitokondriyal iyon ve metabolitlerin salinmasi, matriksin sismesi ile sonunda
mitokondri dig membraninin rupturuna neden olur. Endoniikleaz G ve AIF gibi
proteinlerin mitokondriden sitozole salinmasi nekrozu baslatir. Nekroz, sitokrom P450
enziminden daha zengin olan sentrilobiiler bolgeden baslar ve hasar siddetlendikge
genisleyerek masif nekroza kadar ilerleyebilir. Nekrotik hiicrelerden agiga cikan
DAMP’lar da Kupffer hiicreleri {izerindeki Toll-like reseptorlerine baglanarak steril
yangiy1 baslatir (Han vd. 2013; Jaeschke vd. 2018b; Mazaleuskaya vd. 2015; Moles
vd. 2018; Qiu vd. 1998; Ramachandran ve Jaeschke, 2017, 2019; Yan vd. 2018).

NGF nin farkli karaciger hasar1 modellerinde hepatoprotektif etkili oldugu ve
APAP hasarinda da ayni1 potansiyeli tagidigi (Tsai vd. 2014, 2018; Valdovinos-Flores
ve Gonsebatt, 2013), hemen her tiirlii stres tarafindan uyarilan p38 MAPK sinyal
yolaginin da APAP hasarinda ekspresyon ve fosforilasyonunun arttigi, hasarin

patogenezine katilmadigi, dolayisiyla potansiyel olarak koruyucu olabilecegi one
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stiriilmektedir. (Zhang vd. 2017). Bu bilgilerden yola ¢ikarak tasarlanan calismamizda,
APAP ile olusturulan karaciger hasarinda p38 MAPK sinyal yolagimin rolii, NGF
uygulamasinin p38 sinyaliyle etkilesime girip girmedigi ve ayni yolak {lizerinden

NGF’nin koruyucu rolii aragtirilmistir.

Calismamizin bitimi olan 24. saatte Otenazi sonrasi nekropsileri yapilan
deneklerin  higbirinin  karacigerinde makroskobik bulguya rastlanmamustir.
Histopatolojik incelemede, APAP uygulanmayan gruplarda karaciger dokular1 normal
histolojik goriiniimlerini korurken, APAP uygulananlarda gruplara gore degismekle
birlikte sentrilobiiler bdlgeyi c¢evreleyen hepatositlerde hidropik dejenerasyon
olustugu, nekroz ve yangi sekillenmedigi goriilmiistiir. APAP grubundaki deneklerde
gbzlenen dejeneratif degisikliklerin kontrol grubu deneklerinde bulunmamasi,
caligmada akut karaciger hasarinin olusturuldugunu gostermektedir. APAP uygulanan
gruplarda sitokrom p450 igerigi daha yiiksek olan sentrilobiiler bdlgedeki
hepatositlerde sekillenen hidropik dejenerasyonlar, literatiirde bildirilen hasar
lokalizasyonuyla uyumludur (Blazka vd. 1996; Roberts vd. 1991). Nekroz, yangi ve
kan dolasimi dinamiklerinin degistigine dair mikroskobik bulgularin bulunmamasi,

denek karacigerlerinde makroskobik bulgu tespit edilememesini agiklamaktadir.

Farelerde akut karaciger hasar1 modeli olusturulurken, literatiiriin biiyiik
cogunlugunda 300 mg/kg ve bazen de {lizeri dozlarda APAP kullanimi tercih
edilmekte, izah edilen genel mekanizmalarla olusan sentrilobiiler bolgeden baslayan
hepatoseliiler nekroz ve diger bulgularin sekillendigi bildirilmektedir (Jaeschke vd.
2014; Mossanen ve Tacke, 2015; Taguchi vd. 2015). Bu konuda yapilan ¢aligmalarda
kullanilan doz ve deney sonlandirma zamanima gore degismekle birlikte, hidropik
dejenerasyon, glikojen kaybi, siniizoidal dilatasyon, sentrilobiiler konjesyon, kanama,
yangisal hiicre infiltrasyonu, mikrovezikiiler steatozis ve erken dénemde apoptoz
bildirilen diger histopatolojik bulgulardir (Antoine vd. 2009; Blazka vd. 1996; Roberts
vd. 1991; Shahid ve Subhan, 2014). JNK aktivasyonu ile oksidatif stres arasinda
olusan birbirini uyaran dongiiye bagli olarak mitokondriden sitozole endoniikleazlarin
gecisinin gerceklesmesi, hiicrenin nekroza gidisinde doniisii olmayan noktay1 temsil
etmektedir (Jaeschke ve Ramachandran, 2020c). Diger taraftan, APAP insanlarda ve
farelerde 150 mg/kg ve lizeri dozlarda akut karaciger hasarini baslatabilmektedir
(McGill ve Jaeschke, 2019). Bu dozla yapilan bazi1 calismalarda nekroz ve yangi

bildirilirken (Gamal vd. 2017), bazilarinda ise nekroz ve yangi olusmadigi
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kaydedilmektedir (Ward vd. 2012). Aralarinda oldukga dikkat ¢ekici olan Hu ve ark.
tarafindan ytrtitiilen bir ¢calismada, farelerde 150 mg/kg dozda APAP uygulamasinin
ardindan mitokondriyal proteinlerde NAPQI eklentileri olustugu, JNK fosforilasyonu
ile mitokondri depolarizasyonunun gergeklestigi, ancak JNK aktivasyonu ile
mitokondri depolarizasyonunun gegici siireli ve geri doniislii oldugu, uygulamanin

nekrozla sonuglanmadigi bildirilmistir (Hu vd. 2016).

Calismamizin asil amacinin NGF’nin APAP toksikasyonundaki koruyucu
etkinligini arastirmak olmasi sebebiyle, calismada uygulanacak APAP dozu siddetli
hasar olusturmasi beklenmeyen 150 mg/kg olarak tercih edilmistir. Bu tercihte etkili
diger bir faktor de yiiksek toksik dozlara gore terapodtik doza daha yakin olmasi
nedeniyle, insanlarda APAP toksikasyonu insidansinin 150 mg/kg seviyesinde daha

yiiksek olabilecegi diisiincesidir.

Gruplar aras1 muhtemel farkliliklar1 degerlendirebilecek nicel veriyi elde
etmek amactyla, hasar kiyaslamalarinda nekrotik hiicrelerin toplam alana yiizdelik
oranini temel alan caligmalar (Bhushan vd. 2014; Hu vd. 2016; Lawson vd. 2000)
referans alinarak, her bir denek i¢in hasarli hepatositlerin (hidropik dejenerasyonlu
hepatositler ile piknotik ¢ekirdekli ve eozinofilik sitoplazmali hepatositler) oranini
ifade eden hasar skoru hesaplanmis ve grup ortalamalari belirlenmistir. Hasar
skorlarinin APAP uygulanan gruplarda uygulanmayanlara gore yiliksek ve farkin
istatistiksel olarak anlamli (p<<0.05) oldugu goriilmiistiir. APAP gruplar1 arasinda ise
APAP+NGF+SB203580 grubunun en yiiksek skorla digerlerinden farkli ve en ¢ok
etkilenen grup oldugu tespit edilmistir. Ardindan gelen p38 MAPK sinyalinin inhibe
edildigi APAP+SB203580 grubu ile APAP grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamliyken, ortalarinda deger alan APAP+NGF grubunun degeri iki grupla da benzer
seviyede olusmustur. Bu farklilik ve benzerliklerin olas1 sebepleri, dl¢iimii yapilan

parametreler iizerinden tartismanin devaminda irdelenecektir.

Akut karaciger hasarinda serum ALT ve AST seviyelerinde belirgin, GGT
seviyesinde orta derecede artis sekillenmektedir (Larrey, 2000). Ayn1 sekilde APAP
hepatotoksisitesinde de ALT ve AST seviyeleri yiikselmektedir (Cigremis vd. 2009).
Calismamizda ise her ii¢ enzimin serum seviyelerinde, gruplar arasinda anlamli
diizeyde farklilik olugsmadigi goriilmiistiir. APAP uygulanan gruplarda, uygulanmayan

gruplara gore ALT seviyelerinde bir miktar artis gozlense de artiglar istatistiksel
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anlamlilik olusturmak i¢in yeterli olmamistir. ALT ve AST hepatik sizinti
enzimleridir. Hepatosit nekrozu ya da gecirgenligin arttig1 durumlarda membran hasari
sonucu kana salimirlar (Ramaiah, 2007). Calismamizda hepatositlerde nekroz
olusmadig1, dolayisiyla membran biitiinliikklerinin bozulmadig: goriilmektedir. Serum
enzim seviyelerinde anlamli artig goriilmeme sebebi, hepatositlerde hidropik
dejenerasyon olugmasina ragmen, transaminaz sizintisina neden olacak derecede
hepatosit membranlarinda hasar ger¢eklesmemesine yorumlanmistir. Ayni dozda
APAP (150 mg/kg) kullanmilan iki c¢alismanin sonuglart da diislincemizi
desteklemektedir. Gamal vd. (2017) calismalarinda transaminaz artis1 ve nekroz
bildirirken, Hu vd. (2016) transaminaz artis1 ve nekroz gozlemediklerini ifade
etmislerdir. GGT hepatositlerde eksprese edilmekle birlikte, karacigerde en yogun
konsantrasyonda safra kanali epitelinde bulunmaktadir. Bu nedenle daha c¢ok
kolestatik hasarin yorumlanmasinda transaminazlarla birlikte degerlendirilir (Poynard
ve Imbert-Bismut, 2012). Transaminaz seviyelerinde anlamli artis gdézlenmeyen

calismamizda, GGT nin de bu duruma uyum saglamasi olagandir.

NAPQI'nin mitokondriyal proteinlere baglanmasiyla olusan mitokondriyal
disfonksiyon ve ardindan gelisen oksidatif stres, APAP kaynakli hepatoseliiler nekroz
icin kritiktir. Oksidatif stresin patogenezdeki rolii kabul gérmiis, ancak reaktif oksijen
tiirlerinin hiicre i¢i kaynaklar1 ve dogas1 gibi bazi konular halen tartigilmaktadir (Du

vd. 2016; Jaeschke ve Ramachandran, 2020c).

Mitokondriyal proteinleri modifiye eden NAPQI, elektron tasima zincirine
miidahale ederek siiperoksit olusumunu artirir. Siiperoksit, dismutazlar araciligiyla
hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistiiriilebilir veya nitrik oksitle reaksiyona
girerek peroksinitrit olusturabilir. Hidrojen peroksit Fenton reaksiyonuyla hidroksil
radikaline indirgenerek lipid peroksidasyonunu baslatabilir. Oksidatif stresle sonlanan
bu farkli siireglerin bircok noktasinda tamponlayic1 olan glutatyonun tiikkenmesi,
APAP hasarinin baslangicindaki kilit noktadir (Du vd. 2016; Jaeschke ve
Ramachandran, 2020c). Calismamizda APAP grubu ve APAP uygulanan diger
gruplarda karaciger GSH seviyelerinin azalmadigi, gruplar arasinda farklilik
olusmadig1 gozlenmistir. Literatiirde 150-200 mg/kg APAP dozlarinin ardindan GSH
seviyelerinin 1. saat sonunda normalin 28 katina kadar azaldigi, 6-24. saat sonunda
normal seviyelere dondiigii bildirilmistir (Ramachandran vd. 2011; Soga vd. 2006; Y.
Q. Wang vd. 2021). Ayni doz araliginda APAP uygulanan c¢alismamizda da

80



hepatositlerin 24. saat sonunda GSH rezervlerini yeniledigi diistinilmiistiir. Farkli bir
arastirmada bu diislinceyi destekler mahiyette, APAP toksisitesinde doz azaldikca
GSH yenilenme hizinin arttig1 ve bu durumun hiicreyi 6liime karsi énemli Olgiide
korudugu ifade edilmistir (Hu vd. 2016). Kontrolle kiyaslandiginda APAP gruplarinda
benzer seviyede bulundugu gorillen GSH’nin, calismamizda da hepatositleri

nekrozdan koruyan ana etken oldugu diistiniilmistiir.

Karaciger hasarini takiben ve hasar siddetiyle orantili bigimde, hepatositler ve
bagisiklik hiicrelerinde proinflamatuar sitokinlerin uyarisiyla iNOS eksprese
edilmektedir (Kaibori vd. 2015; Taylor vd. 1998). APAP hasarinda da ekspresyonu
artan iINOS’un (Cigremis vd. 2009) patogenezdeki rolii tartigmalidir. Caligmalar
APAP toksisitesinde etkili olan peroksinitrit olusumuna iNOS’un katilmadigini
gostermektedir (Hinson vd. 2010; Ramachandran ve Jaeschke, 2017). Calismamizda
APAP uygulanan gruplarda sentrilobiiler bolge hepatositlerinde goze carpan
immunreaktivite artigt goriilmesine ragmen, gruplar arasinda anlamli fark tespit
edilememistir. Gruplar arasinda fark olusmamasi, uyguladigimiz APAP dozunun nispi
disiik seviyesi, karacigerde yangi sekillenmemesi ile deneyi sonlandirma
zamanimizdan kaynaklanmis olabilecegine baglanmistir. Agiklamamizla uyumlu
goriinen bir caligmada, 300 mg/kg APAP dozuyla olusturulan hasarda orta diizeyde ve
anlamli olmayan iNOS artis1 gdzlendigi, uygulamanin 6. saatinden itibaren iNOS

seviyesinin diisiise gectigi bildirilmistir (Knight vd. 2001).

Artan stiperoksitin nitrik oksitle spontan reaksiyona girmesi sonucu
peroksinitrit olusumu, APAP hasarinda diger bir kritik noktadir. Peroksinitrit
proteinlerin tirozin kalintilarini nitratlayarak, protein fonksiyonlarini degistiren 3-
nitrotirozin olusumuna neden olur. APAP hasarinda artis gdsteren nitrotirozin,
oksidatif/nitrozatif stresin belirteglerinden biri olarak kabul edilmektedir (Hinson vd.
2010; Ramachandran ve Jaeschke, 2017). Calismamizda nitrotirozin
immunoreaktivitesi APAP grubu ve diger APAP uygulanan gruplarda gozle goriiliir
bir artis gdstermis, ancak gruplar arasinda anlamli bir farka yol agmamustir. Bu sonug,
uygulanan APAP dozu, calismanin siiresi ve hepatositlerdeki GSH seviyelerine
baglanmistir. Zira, GSH peroksinitritin etkili bir temizleyicisidir (Jaeschke ve
Ramachandran, 2020c). GSH stoklarinin 150-200 mg/kg APAP dozlarmin ardindan 6-
24 saat sonunda yenilenebilmesi (Ramachandran vd. 2011; Soga vd. 2006; Wang vd.
2021), APAP dozu azaldikga artan stok yenilenme hiz1 (Hu vd. 2016) ve calismamizda
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GSH seviyelerinin tiim gruplarda kontrol grubuyla benzer oldugu dikkate alindiginda,
nitrotirozin seviyelerinin GSH etkisiyle kontrol altina alinmis olabilecegi

distinilmistir.

APAP’a bagli hepatoseliiler hasar siirecinde, mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu sebebiyle artan siiperoksit {iretimi, hidrojen peroksitin hidroksil radikaline
indirgenmesi sonucu lipid peroksidasyonuna neden olabilmektedir. Peroksidasyonun
sekonder iiriinlerinden olan MDA, oksidatif hasarin belirlenmesinde LPO belirteci
olarak kullanilmaktadir. APAP hasarinda MDA seviyeleri artmasina ragmen, LPO
patogenezde etkili bir faktor olarak kabul edilmemektedir. Hasarin sebeplerinden
ziyade sonuglar arasinda tartisilmaktadir (Du vd. 2016; Jaeschke ve Ramachandran,
2020c). Calismamizda APAP grubu ve diger APAP uygulanan gruplarda, MDA
seviyeleri acisindan kontrole gore bir farklilik olugsmamistir. Bu durumun doz ve
zaman etkisi nedeniyle olustugu disiiniilmiistiir. Dislincemize referans olarak
kullanilabilecek iki farkli calismadan ilkinde, APAP 150 mg/kg dozda uygulandiginda
hepatik MDA seviyesi 2 saat sonra artmis ve 6. saatte normal seviyeye inmis (Wang
vd. 2021), ikincisinde APAP 300 mg/kg dozda uygulandiginda MDA seviyesi 12.
saatte artarak 24 saat sonunda normal seviyeye donmiistiir (Shen vd. 2023). Ayrica
calisgmamizdaki GSH stoklarinin mevcut durumu, glutatyon peroksidazin GSH
aracilifiyla hidrojen peroksiti indirgeyerek (Jaeschke ve Ramachandran, 2020c),
MDA artisin1 onlemis olabilecegini diisindiirmiistiir. Verilerimizde dikkati ¢eken
farkl1 bir bulgu, en yliksek MDA seviyesine sahip NGF grubu ile en diisiik seviyedeki
NGF+SB203580 gruplar1 arasindaki farkin anlamli ¢ikmasi olmustur. Tartigmayi
APAP hasart disina ¢ikarmamak adina, APAP uygulanmayan gruplardaki bu bulgu

degerlendirme dis1 birakilmistir.

APAP hasarinda karaciger dokularinda TOS seviyesinin arttigi, TAS
seviyesinin ise diistiigli bildirilmistir (Kamis ve Karabag Coban, 2019; Kuru ve
Karabag Coban, 2019). Calismamizda TOS seviyelerinde gruplar arasinda anlamh
fark bulunmadigi goriilmistiir. Oksidatif strese iliskin diger parametrelere ait
verilerimiz, hiicrelerdeki oksidan molekiil yiikiinlin 24 saatlik siire sonunda
tamponlanarak kontrol altina alindigin1 diigiindlirmektedir. Toplam antioksidan
durumuna bakildiginda ise APAP+SB203580 ve APAP+NGF+SB203580 gruplarinin,
SB203580 ve NGF+SB203580 gruplarindan anlamli olarak daha yiiksek TAS

seviyelerine sahip olduklar1 gozlenmistir. p38 MAPK’nin islevlerinden biri de
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antioksidan genlerin transkripsiyonunu uyararak, hiicrenin oksidatif strese karsi
direncini artirmaktir (Gutiérrez-Uzquiza vd. 2012). Oksidatif stres baskisi
olusturulmamis SB203580 ve NGF+SB203580 gruplarinda uygulanan p38
inhibisyonu, antioksidan genlerin transkripsiyonunu engelleyerek hiicrelerin bazal
antioksidan rezervlerini diisiik seviyede tutmus olabilir. APAP’in hepatotoksik
dozlarinin ardindan oksidatif strese yanit olarak p38 disinda bir¢ok kompenzatuar
sinyal yolagi1 da devreye girer. Bunlardan biri olan Nrf2’nin (niikleer faktor eritroid 2
ile iligkili faktér 2) aktivasyonu, antioksidan enzimlerin transkripsiyonel
aktivasyonuna yol acar (Li vd. 2023; Yan vd. 2018). APAP+SB203580 ve
APAP+NGF+SB203580 gruplarinda da Nrf2 veya benzeri bir sinyalle antioksidan
genlerin transkripsiyonu uyarilarak, tehdit altindaki hiicrelerin antioksidan

kapasitelerinin artiritlmis olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Gruplardaki olas1 oksidatif stresin seviyelerini belirlemeyi amacglayan GSH,
INOS, nitrotirozin, MDA, TAS ve TOS ol¢iimlerimize ait veriler literatiirle
kiyaslanarak topluca incelendiginde, 24 saatlik deney siiresi sonunda karaciger
dokularinin oksidatif stresle basa ¢cikmis oldugu diistiniilmiistiir. Parametreler ayr1 ayri
yorumlandiklarinda, APAP’1n nispi diisiik dozu ile deney sonlandirma zamaninin bu
parametrelerin sonuglar1 lizerinde belirleyici ortak etkenler olarak One ¢iktiklar
goriilmektedir. APAP hasarinda hiicreyi 6liime siiriikleyen kirilma noktasi, oksidatif
stresle uyarilan JNK’nin kalic1 olarak aktive olmasi ve bunun gittik¢e siddeti artan
mitokondriyal oksidatif strese neden olmasidir. APAP’in 150 mg/kg dozda
uygulandiginda JNK aktivasyonu ve mitokondriyal disfonksiyonun gegici siireli ve
geri donislii oldugu bildirilmistir (Hu vd. 2016). Calismamizda da 150 mg/kg dozun
uygulanmas1 sonrast ayni mekanizmayla mitokondriyal fonksiyonlarn geri
kazanilabildigi, 24 saatlik siirenin hiicrenin oksidan molekiilleri temizlemesi ig¢in
yeterli oldugu ve bu nedenle belirgin oksidatif stres bulgularmin ortadan kalktigi

distiniilmustir.

APAP hepatotoksisitesinde oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyonu
takip eden olaylar sonrasi gelisen nekroz, membran biitiinliigii bozulan hepatositlerden
saliman DAMP’larin etkisiyle Kupffer hiicrelerini aktive etmektedir. Aktive olan
Kupffer hiicrelerinin salgiladig1 sitokin ve kemokinler araciligiyla baslayan steril
yangi, diger bagisiklik hiicrelerinin alana toplanmasina neden olur. Bolgede gorev alan

her hiicre, islevi ¢ergevesinde yanginin modiilasyonuna yonelik mediyatorleri eksprese
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eder. Proinflamatuar sitokinler olarak bilinen TNF-a, IL-1B ve IL-6 seviyelerinin
APAP hasarinda belirgin derecede yiikseldigi bildirilmektedir (Li vd. 2022; Yang vd.
2022). Calismamizda da s6z konusu sitokinlerin ekspresyonunda artis gézlenmistir,
ancak bahsedilen literatiirden ayrilan yonleri bulunmaktadir. Deney gruplarimizda
proinflamatuar sitokin antikorlarina karsi1 Kupffer hiicrelerinde immunreaktivite
gozlenmemis, reaksiyon hasarli hepatositlerle siirli kalmistir. Ek olarak, nekrotik
hiicre ve yangisal hiicre infiltrasyonuna da rastlanmamistir. Steril yanginin
olugmadigini gosteren bu durum, nekrotik hiicrelerin yoklugu ve halen biitiinligii
korunan hiicre membranlart nedeniyle, Kupffer hiicrelerini uyarip aktive edecek olan
DAMP’larin hiicre disina salinmamis olmasina baglanabilir. Anlamli farklilik
olusmayan iNOS ile transaminaz seviyelerine iliskin verilerimiz de bu agiklamay1

destekler niteliktedir.

Sitokin iiretimi hepatositlerin ana islevlerinden biri degildir. Ancak diger
birgok hiicrede oldugu gibi hepatositler de stres altinda proinflamatuar ve
antiinflamatuar sitokinleri eksprese ederler (Neuman, 2003; Vodovotz vd. 2017).
Calismamizda da bu bilgiyle uyumlu olarak, yangi gézlenmemesine ragmen hasarin
olustugu sentrilobiiler bolgedeki hepatositlerde gruplara gore degisken seviyelerde
TNF-a, IL-1P ve IL-6 ekspresyonlarinin arttig1 gozlenmistir. APAP grubunda TNF-a
ve IL-6 ekspresyonlart kontrol grubuna gore anlamli bi¢imde artmis, IL-1B
ekspresyonu ise artma egilimi gostermis olsa da olusan fark istatistiki anlam
kazanmamustir. Literatiirde, APAP hasarinda her ii¢ sitokinin ekspresyonlarinin arttigi,
ancak IL-1fB artisinin digerlerine nazaran minimal diizeyde oldugu bildirilmektedir
(Jaeschke ve Ramachandran, 2020b). APAP grubumuzda gézlenen TNF-a ve IL-6
seviyelerindeki artiglar APAP hasariyla uyumludur. Daha diisiik seviyeli bir artig
beklenen IL-1B’nin digerlerine benzememesi ise muhtemelen ¢alismada tercih

ettigimiz APAP dozundan kaynaklanmistir.

APAP uygulanan gruplar birlikte degerlendirildiginde, IL-1p ve IL-6
ekspresyonlar1 benzer degerleri alan APAP+NGF+SB203580 ve APAP+SB203580
gruplarinda diger gruplara gore anlamli diizeyde artmisken, TNF-a ekspresyonundaki
artis ise sadece APAP+NGF+SB203580 grubunda anlamli olmustur. Digerlerinden
anlamli olarak ayrisan gruplarda ortak faktoriin SB203580 uygulamasi oldugu
goriilmektedir. Bu durum p38 MAPK inhibisyonunun bahsedilen proinflamatuar

sitokinlerin ekspresyonlarini artirdigini géstermektedir.
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p38 MAPK ile proinflamatuar sitokinler arasinda c¢ift yonlii etkilesim
bulunmaktadir. Bir taraftan proinflamatuar sitokinler p38 MAPK aktivasyonuna neden
olurken, diger taraftan p38 MAPK aktivasyonu proinflamatuar sitokinlerin iiretimini
uyarmaktadir. Inhibe edildiginde ise proinflamatuar sitokin ekspresyonu
baskilanmaktadir (Clark vd. 2009; Cuenda ve Rousseau, 2007). Calismamizda ise
bildirilenin aksine, p38 inhibisyonu TNF-a, IL-1B ve IL-6 ekspresyonlarini artirmistir.
Proinflamatuar sitokin liretiminde p38’den bagka sinyal yolaklar1 da gorev almakta
(Clark vd. 2009; Yang vd. 2022) ve APAP hepatotoksisitesinde JNK, ERK, niikleer
transkripsiyon faktorii kappa-B (NF-kB), Janus kinaz/sinyal doniistiiriicii ve
transkripsiyon aktivatorii (JAK/STAT) gibi cesitli inflamatuar yolaklar da aktive
olmaktadir (Gong vd. 2021). Ayrica p38 diger yolaklarla ¢apraz etkilesim halindedir
ve bu etkilesim nedeniyle, p38 inhibitorleri INK gibi diger proinflamatuar yolaklari
giiclendirebilmektedir (Clark vd. 2009). Tehditle bas etmeye ¢alisan hiicrede mevcut
alternatif yolaklar ve aralarindaki karmasik etkilesim gbéz Oniine alindiginda,
uyguladigimiz p38 blokajinin farkli bir sinyalin aktivasyonuna neden olarak ya da
aktivasyonunu gii¢lendirerek proinflamatuar sitokin {iretimini artirmis olabilecegi

distinilmistir.

APAP hasarinda, antiinflamatuar karakteriyle bilinen IL-10 ekspresyonu da
artmakta ve APAP hasarina kars1 hepatoprotektif olarak kabul edilmektedir (Jaeschke
ve Ramachandran, 2020b; Li vd. 2022). Calismamizda APAP grubunda IL-10
ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gore yiikselmis, ancak anlamli bir fark
olusmamistir. Bu durumun yine APAP uygulama dozundan kaynaklandig:
diisiiniilmistiir. Goze ¢arpan bulgu, APAP+NGF grubunda IL-10 seviyesinin kontrol
grubuna gore anlamli artist olmustur. Eksojen NGF uygulamasma bagl IL-10
artisinin, c¢esitli ¢alismalarla (Ma vd. 2003; Miller vd. 2002) bildirilmis olan NGF ve

IL-10 arasindaki pozitif korelasyonla agiklanmas1 muhtemel goriinmektedir.

APAP hasarinda hiicre 6liim bi¢iminin nekroz oldugu kabul goérmesine
ragmen, apoptozla ilgili devam eden bildirimler tartigmalarin sonlanmasini
engellemektedir. Olusturdugumuz hasarda apoptoza iliskin degerlendirme yapabilmek
amaciyla immunohistokimyasal yontemle kaspaz 3 ve kaspaz 8 enzimlerinin immun
reaksiyon seviyeleri belirlenmistir. Kontrol ile APAP gruplar kiyaslandiginda, APAP
uygulamasinin kaspaz 3 ve kaspaz 8 seviyelerini anlamli diizeyde artirdigi

goriilmiistiir. NGF uygulamast APAP+NGF grubunu en yiiksek kaspaz 3 seviyesine
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ulastirarak, diger gruplardan anlamli bigimde ayirmistir. p38 inhibisyonu uygulanan
APAP+SB203580 grubu ise APAP gruplar1 arasinda en diisiik seviyededir. Bu
uygulamaya eklenen NGF, APAP+NGF+SB203580 grubunda seviyeyi anlamh
sekilde ytlikseltmistir. APAP ile birlikte NGF uygulamasi aktive kaspaz 3 seviyesinin
artmasina, p38 inhibisyonu ise azalmasina sebep olmaktadir. Kaspaz 8 immun
reaksiyonu en yiiksek ve anlamli olarak APAP+NGF+SB203580 grubunda gozlenmis,
APAP uygulanan diger gruplardaki reaksiyonlar birbirlerine benzer seviyelerde
olmustur. Kaspaz 3’ten farkli olarak, NGF uygulamas1 p38 inhibe edildigi zaman
(APAP+NGF+SB203580 grubu) kaspaz 8 immun reaksiyonunu anlamli derecede
artirmaktadir. NGF ve p38 sinyalinin kaspazlarla etkilesim halinde olduklar
goriilmekte olup, muhtemel etkiler kaspazlardaki degisimler irdelendikten sonra kendi

boliimlerinde tartisilacaktir.

Uyaranin niteligine gore degisen proteaz kaskadi nedeniyle, apoptoz ekstrinsik
ve intrinsik olmak {izere iki yolak iizerinden yiiriitilmektedir. Her iki yolakta da siireg,
kararli durumda inaktif olup boliindiiglinde aktiflesen kaspazlarin proteolizleriyle
ilerletilir. Sinyal alindiktan sonra apoptozun ilerleyerek DNaz’larin aktive edilmesine
kadar gorev alan enzimler, baslatic1 (2, 8, 9, 10) ve efektor kaspazlar (3, 6, 7) olarak
siiflandirilir. Hepatositlerin de dahil oldugu tip 2 hiicreler, ekstrinsik yolakta efektor
kaspazlart dogrudan aktive etmeye yetecek konsantrasyona ulasamadiklarindan,
apoptoz icin kaspaz 8 iizerinden mitokondriye bagimlidir (Guicciardi vd. 2013; Malhi
vd. 2010).

APAP hasarinda toksikasyonun nekrozla sonuglandigi kabul edilmistir.
Hasarda apoptozun da yer aldigini belirten ¢alismalar (Cao vd. 2018; Dong vd. 2014;
Hong vd. 2012; Li vd. 2013; Sharma vd. 2011) ise cesitli nedenlerle kabul
gormemektedir. Apoptoz bildirimlerinin reddi i¢in 6ne siiriilen arglimanlar arasinda;
DNA zincir kiriklarini tespit eden analizlerin apoptoz ve nekrozun ikisi i¢in de pozitif
olmasi nedeniyle sonuclarin yanlis yorumlandigi, morfolojinin apoptozla uyumlu
olmadig1, sunulan ¢alisma verilerinin apoptoza spesifik parametrelerden olugmadigi
bulunmaktadir. Mitokondriyal Bax translokasyonuna ve mitokondriden sitokrom c ile
Smac/DIABLO gibi apoptotik uyaranlarin salinmasina ragmen apoptozun neden
uyarilmadigl sorusunun cevabi aranmakta, kaspazlarin aktive olmadigi, bu nedenle
kaspaz inhibitorlerinin koruyucu olmadig: ifade edilmektedir. Kaspaz aktivasyonunun

apoptoza spesifik bir parametre oldugu kabul edilmekte, ancak aktif kaspaz bildiren
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caligmalar ikna edici bulunmamaktadir (Du vd. 2019; Gujral vd. 2002; Hinson, 2013;
Hodgman ve Garrard, 2012; Iorga vd. 2017; Jaeschke vd. 2014; Jaeschke vd. 2018a;
Jaeschke ve Ramachandran, 2020a; McGill vd. 2012). Kaspazlarin etkinligine iliskin
bildirimlerde immunohistokimyasal boyama yonteminin daha az tercih edildigi
goriilmektedir. Bu orneklerden biri olan 500 mg/kg APAP ile hasar olusturulan
caligmada, kaspaz 3 aktivasyonu gdosterilmistir (Helal ve Samra, 2020). Fakat, APAP
hepatotoksisitesi konusunda literatiire biiylik katkilar1 bulunan arastirmacilar Hartmut
Jaeschke ve Anup Ramachandran, boyanma kalitesinin diisiik ve boyanan hiicre
sayisinin az oldugu gerekgesiyle, c¢alismanin verilerini yeterli ve giivenilir

bulmamislardir (Jaeschke ve Ramachandran, 2020a).

Calismamizda, 150 mg/kg dozla olusturulan APAP hasarinda kaspaz 3’iin
aktive oldugu immunohistokimyasal olarak gosterilmistir. Aktif enzime spesifik
antikorla gosterilen reaksiyonun gozlendigi alan APAP hasarinin lokalizasyonuyla
uyumlu, az sayida tek hiicre boyanmasindan ziyade vena sentralis etrafinda bir veya
daha fazla halkay1 olusturan hepatositlerde (gruplara gore degisken) intrasitoplazmik
immun boyanma olduk¢a net goriinlimdedir. Tespit ettigimiz kaspaz 3
aktivasyonunun, APAP dozu, oksidatif strese iliskin siire¢ ve mitokondri
fonksiyonlarmin kayip derecesine bagli olabilecegi diislinilmektedir. Kaspazlar
oksidatif strese duyarli olup, aktivasyonlari ve iglevsellikleri uygun bir hiicresel redoks
ortam1 gerektirir (Hanawa vd. 2008; Moles vd. 2018). Mitokondriyal oksidatif stres
bir MnSOD mimetigi olan Mito-Tempo ile kismi olarak tamponlandiginda, APAP
toksisitesinde kaspaz 3 aktivitesi ve apoptozun gozlendigi, nekroz olusumunun 6nemli
Olciide onlendigi bildirilmistir (Du vd. 2019). Calismamizda hiicre redoks durumunun
optimal sinirlara ¢ekilmis oldugunu gosteren oksidatif strese iliskin veriler, kaspaz 3
aktivasyonu i¢in uygun sartlarin saglandigimi diisiindiirmektedir. Bu durum yiiksek
olasilikla, APAP toksisitesinde oksidatif stresi siirekli artirarak hiicrenin nekroza
gidisinde kritik olan kalict JNK aktivasyonu ile MPTP agilmasina bagli mitokondri
disfonksiyonunun, 150 mg/kg dozda gecici siireli ve geri doniislii olarak
sekillenmesine (Hu vd. 2016) baghdir. Bu baglamda histopatolojik bulgularimiz da
mitokondriyal fonksiyonlarin, hidropik dejenerasyona ragmen hiicre membran
biitiinliigliniin korunmasi i¢in yeterli ATP iiretimini saglayacak diizeyde oldugunu
gostermektedir. Apoptoz enerji gerektiren bir siiregtir (Lemasters, 1998). Hiicre

membran biitinliigiiniin  bozulmadigi ve nekrozun sekillenmedigini gdsteren
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histopatolojik verilerimiz, hepatositlerde halen {iretimi saglanabildigi anlasilan
ATP’nin, apoptozun yiiriitiilmesi i¢in ihtiya¢ duyulan enerjiyi kismen ya da tamamen
karsilayabilecegini akla getirmektedir. Bu fikrimizi destekleyen bir ¢calismada, MPTP
inhibisyonuyla birlikte ATP {iretimi icin glikolitik bir substrat (fruktoz) kullanilmasi
ve glisin ile hiicre membran stabilizasyonu saglanmasi1 halinde, APAP hasarina baglh
nekrozun gegici olarak engellendigi, kaspaz 3’iin aktive oldugu ve apoptotik hiicre

Oliimiiniin gézlendigi bildirilmistir (Kon vd. 2004).

Calismamiz APAP karaciger hasarinda primer hiicre 6liim bi¢iminin nekroz
oldugu bilgisine kars1 ¢ikmamakla birlikte, aktivasyonu kabul edilmeyen ya da net
olarak gosterilemeyen kaspaz 3’lin doza baglh olarak aktive olabilecegini
gostermektedir. Terminolojik karisikliklart 6nlemek amaciyla, cesitli toksikolojik
patoloji derneklerinin ortakliginda yiiriitilen INHAND (Uluslararas1 Adlandirma ve
Tanm1 Kiriterlerinin Uyumlastirilmasi) projesi kapsaminda, apoptoz ve nekrozun
Hematoksilen-Eozin boyali kesitlerde ayrimina iligkin apoptoz/nekroz ¢alisma
grubunun Onerileri yayinlanmistir (Elmore vd. 2016). Buna gore, bulgular boliimiinde
bahsettigimiz hipereozinofilik sitoplazmali ve piknotik c¢ekirdekli hepatositler ile
kilavuzda apoptotik olarak tanimlanmasi Onerilen hepatositler, morfolojik olarak
uyumlu goriinmektedir. Bu durum ve kaspaz 3 gibi efektor kaspazlarin aktivasyonunda
apoptozdan doniilemeyecegine dair genel kabul (Nano vd. 2023; Schwabe ve Luedde,
2018) g6z oOniline alindiginda, calismamizdaki pozitif hiicrelerin apoptoza sevk
edildikleri sdylenebilir. Diger taraftan, HeLa hiicrelerinin kaspaz 3 aktivasyonundan
sag kurtulabildikleri (Nano vd. 2023), fare primer hepatositlerinin artan kaspaz 3
aktivitesine ragmen Olmedikleri, kaspaz 3’iin LDL (low density lipoprotein)
reseptorlerini artirarak lipid metabolizmasinda gorev alabilecegi gosterilmistir (Pham
vd. 2016). Bu nedenle, aktivasyonunu gdsterdigimiz kaspaz 3’iin apoptoz disinda ya

da apoptozla birlikte farkli bir fonksiyona da katilma ihtimali vardir.

Kaspaz 8, apoptozun ekstrinsik yolagindaki baslatici kaspazlar arasindadir
(Orning ve Lien, 2021). APAP toksikasyonunda aktivasyonunu bildiren ¢alismalara
(Hamid Boulares vd. 2002; Noda vd. 2022; Wang vd. 2017), kaspaz 3 boliimiinde
bahsedilen literatiirde ayni1 gerekgelerle karsi cikilmaktadir. Calismamizda APAP
uygulamasinin kaspaz 8 enzim immun reaksiyonunu anlamli derecede artirdigi, en
yiiksek seviyenin APAP+NGF+SB203580 grubunda oldugu goriilmiistiir. Kaspaz 8

seviyelerinde gozlenen artiglara, kaspaz 3 boliimiinde izah etmeye ¢alistigimiz APAP

88



dozu, oksidatif stres ve mitokondri fonksiyonlar1 arasindaki neden sonug iligkilerinin
etkili olabilecegi distnilmiistir. APAP+NGF+SB203580 grubu, INHAND
kilavuzunda (Elmore vd. 2016) onerilen apoptotik hiicre morfolojisiyle uyumlu
hiicrelerin goreceli olarak daha fazla oldugu, hasar skorunun ve proapoptotik sitokin
TNF-a ekspresyonunun en yiiksek seviyede tespit edildigi gruptur. Bu durum ile
APAP uygulanan gruplarda kaspaz 8 ve TNF-a 6l¢limlerini gosteren grafiklerin benzer
dagilimda olmalari, TNF-a aracili hepatosit apoptozunun uyarilmis olabilecegini akla
getirmektedir. Ancak calismamizda kullanilan antikor boliinmiis (aktif) kaspaz 8
enzimine spesifik olmadigindan, enzimin ekspresyon ya da aktivasyonuna bagli hangi
yonde artis gosterdigi konusunda ayrim yapilamamistir. Ayrica kaspaz 8’in apoptoz
disinda piroptoz ve otofaji modiilasyonuna katilmasi, nekroptoz i¢in inhibitér olmasi,
cesitli inflamatuar sitokinlerin transkripsiyonuna aracilik etmesi gibi birgok farkl
olayda gorev alabilecegi bildirildiginden (Orning ve Lien, 2021; Salvesen ve Walsh,

2014), bu hususta kesin bir kaniya varilamamustir.

APAP hepatotoksisitesinde hiicre oOlim tiiriiniin nekroz oldugu kabul
edilmekte, apoptozun gozlendigini bildiren c¢aligmalar tatmin edici veriler
sunmadiklar1 gerekgesiyle reddedilmektedir. Tartigmalarin dikkat ¢eken tarafi,
mitokondriyal Bax translokasyonuna, mitokondriden sitokrom ¢ ve Smac/DIABLO
gibi apoptotik uyaranlar ile apoptozu indiikleyen faktor (AIF) gibi kaspaz bagimsiz
Olim uyaranlar1 salinmasina ragmen, apoptozun ya da nekroz harici diger bir 6liim
tiirliniin neden uyarilmadig1 sorusunun cevapsiz birakilmasidir. Spesifik antikorla
gosterdigimiz kaspaz 3 aktivasyonu ve az sayidaki apoptotik morfolojiyle uyumlu
hepatositler, APAP hasarinda doza bagli olarak apoptotik hiicre Oliimiiniin
goriilebilecegini diisiindiirmektedir. Diger taraftan, yeni kesiflerle birlikte hiicre 6limii
terminolojisi stirekli genislemektedir. Bu alandaki gelismeleri degerlendiren Hiicre
Oliimii Isimlendirme Komitesi (NCCD - Nomenclature Committee on Cell Death)
tarafindan, genetik, biyokimyasal ve islevsel kriterlere dayali hiicre 6liim tiirlerine dair
bir siniflandirma olusturulmustur (Galluzzi vd. 2018). Ancak siniflandirmada yer
almayan yeni Oliim tiirlerinin kesfi, bir taraftan aydinlatilmaya calisilan sinyal
yolaklar1 ile diger molekiiler detaylar, bu alandaki karmasay1 ¢6zmek icin yeterli
olmamigtir. Artan bilgiyle birlikte, farkli hiicre o6liimii siire¢lerinin molekiiler
mekanizmalarla birbirleriyle baglanti halinde oldugu ve bazi durumlarda birlikte

etkinlestirilebildigi anlasilmistir (Park vd. 2023). APAP hasar literatiiriindeki
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tartismalarin cevapsiz biraktig1 sorular, ¢alismamizda kaspazlara iliskin sundugumuz
veriler ile hiicre 6liimii alanindaki dinamik gelismeler g6z ontine alindiginda, ileri bir
tarihte APAP hepatotoksisitesinde doza bagl olarak apoptozun ya da nekroz disinda

farkli bir veya birden fazla hiicre 6liim tiiriiniin ortaya konulmasi miimkiin olabilir.

NGF, noronal farklilasma ve hayatta kalmanin 6nemli diizenleyicilerindendir.
Sinir doku digindaki islevleri yeni yeni ortaya ¢ikarilmaktadir. Karacigerde olusturulan
kolestatik hasar, APAP’1n da dahil oldugu kimyasal hasar ve fibrozis modellerinde
NGF ekspresyonu artmaktadir. Cesitli karaciger hasar1t modellerinde antioksidatif,
antiapoptotik 6zellikleriyle hepatoprotektif rol oynadigi, fibrozisi artiric1 ya da azaltic
etkilerinin gozlendigi bildirilmistir (Atorrasagasti vd. 2021; Oakley vd. 2003; Tsai vd.
2014, 2018; Valdovinos-Flores ve Gonsebatt, 2013).

Calismamizda NGF ekspresyonu immunohistokimyasal yontemle l¢iilmiistiir.
Kontrol ve APAP gruplan karsilastirildiginda yukaridaki literatiir bilgisiyle uyumlu
olarak, APAP uygulamasinin hepatositlerde NGF ekspresyonunu anlamli bi¢imde
artirdigr  goriilmistir. APAP uygulanan gruplar arasinda APAP+SB203580
grubundaki NGF ekspresyonunun, APAP ve APAP+NGF grubuna goére anlamh
diizeyde yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu durum, hasar sirasinda hepatositlerde NGF
ekspresyonunun artig gosterdigine dair literatiir g6z Oniline alindiginda olagan
goriinmektedir. Calismamizda hasar skoru da benzer sekilde artis gostermis, p38
inhibisyonu hasar skorunu artirmistir. APAP+NGF+SB203580 grubunda artma
egilimi gosterse de eksojen NGF uygulanan APAP gruplarinda, NGF ekspresyonunda
anlaml bir artig goriilmemistir. Bu sonug, eksojen biiylime faktorii uygulamasinin
faktoriin endojen ekspresyonunu etkilemesine (Hashimoto vd. 2000; Lu vd. 2004) ya

da caligma siiresinin ekspresyon iizerinde etkili olmasina baglanmaistir.

Amaclarindan biri APAP hasarinda potansiyel NGF etkilerini incelemek olan
calismamizin sonunda, eksojen NGF uygulamasinin 150 mg/kg dozla olusturulan
APAP hasarinda koruyucu etkisinin bulunmadigi tespit edilmistir. APAP+NGF
grubunun hasar skoru APAP grubuyla farklilik gdstermemistir. Eksojen NGF p38
inhibisyonuyla birlikte uygulandiginda (APAP+NGF+SB203580 grubu) ise hasar
skoru anlamli bigimde en yiiksek degere ulagsmistir. Bu son durumdan, muhtemel

iliskisi nedeniyle p38 bdliimiinde bahsedilecektir.

90



APAP hasarina karst NGFnin etkilerini arastiran literatiirde bulabildigimiz tek
calismada, NGF nin antioksidan genlerin transkripsiyonunu uyararak APAP hasarina
kars1 koruyucu olabilecegi bildirilmistir (Valdovinos-Flores ve Gonsebatt, 2013).
Sonucu bakimindan uyumsuz goriinen ¢alisma, tasarim bigimiyle de ¢alismamizdan
olduk¢a farklidir. S6z konusu calismada 300 mg/kg APAP kullanimi ve 3. saat
sonunda deneyin sonlandirilmasi ile eksojen NGF uygulamasi yerine antikorla NGF
blokaj1 tercih edilmistir. Ayrica, karaciger hasarinin derecesini ve koruyuculugu
degerlendirebilecek histopatolojik bulgular ile kan transaminaz seviyeleri gibi veriler
sunulmamistir. Dolayisiyla, tasarimi ve verileri itibariyle iki caligsma karsilastirilabilir

durumda degildir.

Calismamizda eksojen NGF uygulamasiin dikkat cekici etkisi kaspaz 3
aktivasyonu iizerinde olmustur. APAP uygulamasina bagli aktivasyonunu
gosterdigimiz kaspaz 3 seviyesi, APAP+NGF grubunda diger gruplardan anlamh
bicimde yiiksek oOlgiilmiistiir. p38 blokaji uyguladigimiz APAP+NGF+SB203580
grubunda ise aktif kaspaz 3 seviyesinin diistiigii goriilmiistiir. Eksojen NGF
uygulanmayan APAP+SB203580 grubunda ekspresyon seviyesi daha asagiya
diismiistiir. Bu bulgulara dayanarak, APAP hasarinda eksojen NGF uygulamasinin
aktive kaspaz 3 seviyesinin artigina neden oldugu ve bu artisa p38 MAPK sinyal
yolaginin aracilik ettigi disiintilmiistiir. Diisiincemizi destekleyen in vitro bir
calismada, NGF’nin hepatositlerde p7SNTR uyarimiyla p38 MAPK fosforilasyonuna
ve devaminda kaspaz 3 aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Kaspaz 3
aktivasyonunun apoptozla sonuglanmadigi, lipid metabolizmasinda yer alan genleri
diizenleyen sterol diizenleyici element baglayici protein 2’yi (SREBP2) aktive ederek
LDL (low density lipoprotein) reseptorlerinin ekspresyonunda artisa neden oldugu
bildirilmistir (Pham vd. 2016). Ortak arastirmacilar iceren diger bir ¢alismada da
NGF’nin ayni1 reseptor ve p38 sinyal yolagi tizerinden kaspaz 3 ile kompleks halindeki

kaspaz 2’nin aktivasyonuna da neden oldugu gosterilmistir (Pham vd. 2019).

Hiicrenin yanitin1 yonlendirmek iizere c¢esitli stres uyaranlarina karsi aktive
olan p38 MAPK, karacigerde ayn1 zamanda hiicre biiyiimesi ve hacim diizenlemesi,
ekstraseliiler matriks tiretimi, glukoneogenez, lipogenez, iyon ve safra tuzu taginmasi
dahil ¢ok sayida fonksiyona katilmaktadir. Karacigerin farkli hasar modellerinde
koruyucu ya da hasari istlenici rolleri bildirilmistir (Fortier vd. 2019; Klintman vd.

2005; Rius-Pérez vd. 2019; Sreekanth vd. 2016; Westenberger vd. 2021; Xu vd. 2008).
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APAP hepatotoksisitesinde de aktivasyonu artan p38 sinyalinin toksisitenin
patogenezinde yer almadigi, MAPK ailesinin diger iiyesi JNK yolaginin hasardan
dogrudan sorumlu oldugu kabul edilmektedir (Nakagawa vd. 2008; Ramachandran ve

Jaeschke, 2017; Zhang vd. 2017).

Calismamizda, karaciger 6rneklerinden yapilan ger¢ek zamanli PZR analizi
vasitasiyla, p38 MAPK’nin mRNA ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. Kontrol
grubuna gore APAP grubunda tespit ettigimiz anlamli artig, p38 MAPK’nin APAP doz
asimina transkripsiyonel olarak yanit verdigini gostermektedir. APAP uygulanan
gruplar arasinda ise p38 inhibisyonu uygulanan iki grup da dahil, anlamh fark
olugsmamistir. Calismada kullandigimiz p38 inhibitdrii SB203580, ATP baglanmasini
bloke ederek proteinin fosforilasyonla aktive olmasini engellemektedir (Kyriakis ve
Avruch, 2012). Dolayistyla, blokaj etkisi proteinin aktivasyon sonrasi ortaya ¢ikan
fonksiyonlarma yoneliktir. Bu nedenle, aktivasyonu engellenen proteinin
transkripsiyonel olarak benzer seviyede yanitlar vermesi sasirtict bulunmamigstir. Bu
aciklamayla uyumlu bicimde SB203580 uygulamasinin, p38 mRNA
ekspresyonlarindaki benzerlige ragmen hasar skoru {izerinde anlamli farklara neden

oldugu belirlenmistir.

APAP+SB203580 grubunun hasar skoru APAP grubuna gore anlamli derecede
yuksek bulunmustur. Eksojen NGF uygulanan APAP+NGF+SB203580 grubunda skor
daha da yiikselmistir. p38 sinyalinin inhibe edildigi APAP gruplarinda hasarli hiicre
oraninin anlaml diizeyde artmasi, p38 MAPK’nin APAP hasarina kars1 koruyucu rol
tistlenmekte oldugunu diisiindiirmiistiir. Buna paralel olarak, APAP hasarinda primer
sorumlu olarak JNK yolagmi isaret eden bir calismada, p38 sinyalinin koruyucu
potansiyeli bulundugu bildirilmistir (Zhang vd. 2017). Ayn1 gruplarda benzer sekilde
anlaml artiglar gosteren TNF-a, IL-1f ve IL-6 ekspresyonlarina iliskin verilerimiz de
p38 sinyalinin koruyuculugunu destekler niteliktedir. APAP hasarinda p38 MAPK
aktivasyonu JNK ve ERK yolaklariyla birlikte gergeklesir (Cai vd. 2022; Shen vd.
2023). p38 sinyalinin engellenmesi halinde JNK aktivasyonunun gii¢lendigini bildiren
caligmalar mevcuttur (Henklova vd. 2008; Zhang vd. 2017). Bununla birlikte p38, Na*
gecirgen iyon kanallarinin kontroliiyle hiicre hacminin diizenlenmesine de katilir
(Feranchak vd. 2001). Dolayisiyla p38 aktivitesinin engellenmesi, JNK veya farkli bir
yolagin aktivitesinde degisime ya da hiicre membraninin hacim diizenleyici

fonksiyonlarinda aksamaya neden olarak, hasar skorunu artirmis olabilir. Bu nedenle
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p38 inhibisyonuna bagl skor artisinin, bahsedilen olasi1 etkiler ya da sinyalin heniiz
ortaya cikarilmamis baska bir Ozelliginden mi kaynaklandigina dair ¢ikarim
yapilamamistir. Benzer belirsizlik, inhibisyonla birlikte uygulandiginda hasarin
derecesini artiran NGF etkileri i¢in daha fazladir. Literatiirde bu konuda yonlendirici
bilgi eksikligi bulunan NGF’nin, epitelyal ve ndronal hiicrelerde hiicre sivisi ve iyon
degisiminin diizenlenmesinde rol aldig1 ortaya konulmustur (Boonstra vd. 1983;
Shimko vd. 2014). Farkl1 reseptorleri tizerinden farkli yolaklar1 uyarabilen NGF’ nin,
p38 inhibisyonuyla olusan hasara additif etkiyle ya da p38 bagimsiz bir mekanizmayla

katilarak hasar skorunu artirmis olabilecegi diislinlilmiistiir.

Tartismanin sonuna gelindiginde, bir dipnot diismenin yararli olacagi
diistiniilmiistiir. Caligmamizdaki SB203580 bilesiginin uygulamaya hazirlanmasinda
kullanilan ¢oziiciiler arasinda dimetil siilfoksit (DMSO) bulunmaktadir. DMSO, bir
sitokrom p450 inhibitoriidiir. Hepatotoksisite calismalarinda DMSO bulunmasinin
APAP hasarin1 bloke edebilecegini ve bu nedenle sonuglarin yorumlanmasini

zorlagtirabilecegini bildiren yayinlar mevcuttur (Jaeschke vd. 2018b; Zhang vd. 2017).
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, APAP hepatotoksisitesine karsi eksojen NGF uygulamasinin
koruyucu etkisinin bulunup bulunmadigi, olasi etkisine p38 MAPK sinyal yolaginin
aracilik edip etmedigi ve p38 sinyalinin APAP toksisitesinde potansiyel koruyucu rolii
arastirilmistir. Bu amagla 9-10 haftalik erkek BALB/c farelerde 150 mg/kg APAP ile

olusturulan akut karaciger hasart modelinde;

Yirmi dort saatlik deney siiresi sonunda, APAP metabolizmasinin yogun
oldugu sentrilobiiler bolge hepatositlerinde hidropik dejenerasyonla karakterize hasar
olugsmus, nekroz ve yangi gozlenmemistir. Ayrica, dejenere hepatositlerin arasina
serpistirilmis tek hiicreler halinde, piknotik ¢ekirdekli ve hipereozinofilik sitoplazmali
hepatositler goriilmiistiir. Karaciger dokularinin deney siiresi sonunda oksidatif stresle
basa c¢ikabildikleri tespit edilmistir. GSH rezervlerinin yenilenebilmis ya da
korunabilmis durumunun, oksidatif stresin kontroliinde ve nekroz ile yangi
olusumunun engellenmesinde etkili ana faktor oldugu kanaatine varilmistir. Yiiz elli
mg/kg APAP dozunda hepatositlerde JNK aktivasyonu ve mitokondri
disfonksiyonunun geri doniislii olusu, muhtemelen sonucu belirleyen diger faktorler

olarak diistiniilmiistiir.

APAP hasarina dair literatiiriin agirliklt kisminda, hepatositlerde apoptozun
varhigina ve kaspazlarin aktivasyonuna karsi ¢ikilmaktadir. Calismamizda, kaspaz
3’tin 150 mg/kg dozla olusturulan APAP hasarinda hepatositlerde aktive oldugu
immunohistokimyasal olarak gosterilmistir. Aktivasyonun gdosterilebilmesi, oksidan
molekiillerin tamponlanarak hiicre redoks durumunun korunabilmis olmasina
baglanmistir. Kaspaz 3 aktivasyonu gosterilmis ve apoptotik morfolojiyle uyumlu
hepatositler tespit edilmis olmasina ragmen, hiicrelerin akibetinin apoptozla sonlanip

sonlanmadig1 ortaya konulamamagtir.

Giincel literatiir 151831inda ¢alismamiz verilerinden yola c¢ikilarak, hasarin
patogenezine iliskin su varsayimda bulunmak miimkiin goriinmektedir: APAP

hepatotoksisitesinde kaspaz 3 enzimi, 150 mg/kg ya da daha diisiik seviyeli doz
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asiminda aktive olur. Muhtemelen, JNK aktivasyonunun ve mitokondriyal
disfonksiyonun kalict hale geldigi doza erisildiginde, hiicrenin oksidan temizleme
kapasitesi asilir. Bu noktadan sonra, oksidatif strese duyarli ve ATP varliina ihtiyac
duyan kaspazlarin aktivasyonu engellenerek, hasarli hepatositler nekroza yonelir. Bu
varsayima gore, ¢alismanin 150 mg/kg’dan baslayarak artan dozlarla tasarlanip,
mitokondriyal fonksiyonlarin kalict kayb1 ve nekrozun basladigi doz seviyesinin
tespiti ile molekiiler olaylarin bu seviyenin alt ve {stiinde farklilik gosterip

gostermedigine odaklanilmasi, literatlire 6nemli katki saglayacaktir.

Calismamizda, cesitli karaciger hasar1 modellerinde hepatoprotektif etkisi
ortaya konulan ve APAP hasarinda da ayn1 yonde etki gosterdigi 6ne siiriilen NGF nin,
eksojen olarak uygulandiginda APAP hasarina karst koruyucu etkisinin bulunmadigi
gbzlenmigtir. Eksojen NGF, p38 sinyali bloke edildiginde hasarin artigina neden
olmustur. NGF’nin bu hasar artiric1 etkisinin p38’den bagimli ya da bagimsiz
gerceklestigine dair ¢ikarim yapmaya, ¢aligma verilerimiz ve mevcut literatiir bilgileri
yeterli olmamistir. Eksojen NGF uygulamasi i¢in elde ettigimiz dikkat ¢ekici bulgu ise
kaspaz aktivasyonu lizerinde olmustur. Verilerimize gore, APAP hasarinda uygulanan

eksojen NGF, p38 MAPK sinyali aracilifiyla aktive kaspaz 3 seviyesini artirmaktadir.

Literatiire gore p38 MAPK sinyal yolagi APAP karaciger hasarinin
patogenezine katilmamakla beraber, hasara karsi koruyucu potansiyel tagimaktadir.
Calismamizda, SB203580 kullanilarak sinyal inhibe edildiginde hasarin arttigi ve
sinyal blokajina eksojen NGF eklendiginde hasarin daha da artis gosterdigi
gbzlenmistir. Buradan yola ¢ikilarak, oksidatif stresin kontrol edilebildigi ve heniiz
nekrozun goézlenmedigi APAP dozlarinda, p38 MAPK sinyalinin koruyucu oldugu
diisiiniilmistiir. Ancak sinyal inhibisyonunda goézlenen hasardaki artigin, p38’in
etkilesimde oldugu JNK veya baska bir hiicre i¢i sinyal yolaginin aktivitesindeki
degisimle mi iligski oldugu ya da p38’in hiicre hacim diizenlemesi gibi homeostaza
yonelik herhangi bir fonksiyonundaki aksamaya mi bagli olduguna dair fikir
yiirtitiilememistir. Konunun aydmliga ¢ikarilmasi amaciyla, p38 sinyaliyle birlikte
JNK, ERK, vb. diger hiicre i¢i sinyallerin de izlenmesi yerinde olacaktir. Ayrica,
calismanin farkli zaman dilimlerine ayrilmis sekilde tasarlanip, PZR’ye ek olarak
Western blot gibi teknikler yardimiyla eksprese edilen proteinin ne kadarinin aktive
oldugunun da gosterilmesi, patogenezdeki molekiiler olaylarin etkilesim ve

degisimlerini ortaya ¢ikarmak agisindan degerli goriinmektedir.
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KARAR belgeler incelendi. Projenin eti 1dan n_olduguna, galigmanin asagidaki hususlar dikkate alinarak yuritilmesine ve
& I = sorumlu arastinciya iletimesine oy birligi ile karar verildi.
BILGILERI 1)  Projede herhangi bir degisiklik gerektiginde kurulumuzdan onay alinmasi,
2) Projede galisacay) bildirilen arastincilarda degisiklik oldugunda kurulumuzdan onay alinmasi,
3) Caligma suresinde tamamlanamaz ise ek sire talebinde bulunulmasi,
4) Galisma tamamlandiginda sonug raporunun génderilmesi.
- i ETIK KURUL BILGILERI
UYELER
Unvani / Adi / Soyadi Uzmanhk iligki
EK Oyeligi Dali S ) L
Dog: Dr EMAKSOZ Tibbi Farmakoloji Tip Fakultesi LIE
Bagkan H
Prof. Dr. Ali BAYRAKDAR R } . L |E T
Bagkan Vekili Veteriner Histoloji Veteriner Fakiltesi H
wrot DL ;lya ILHAN Veteriner Mikrobiyoloji Veteriner Fakultesi L_E
Uye H
Fiof. D e ERSEN Tibbi Fizyoloji Tip Fakaltesi L_IE
Uye X H
Dog. Dr. Hatice YILDIRIM Molekler Biyoloji ve Fen Edebiyat [ e
Uye Genetik Fakaltesi Z H
e Mdtiarrany EROL Veteriner Cerrahi Veteriner Fakultesi E
Uye z H _
Dr. Ogr. Uyesi Fatih UGUN Tip - Anesteziyoloji ve ; E
Uye Reanimasyon Tip Fakltesi H
Dr. Ogr. Uyesi Ozgur BULMUS T —_ E
Uye Tibbi Fizyoloji Tip Fakiltesi Z H B
Hacebil:DEN Sivil Toplum Kurulug Uyesi Ev Hanimi ZE'
Serap URAS [ e B
erap Sivil Toplum Kurulug Uyesi Ev Hanimi ~
Oye S+ _
Mot ek M”s'ag‘y:' TARAROGUY | o ikt BAUNDEHAM L_| 5

(*) Bagvurulan Projelerde Proje Sahibi veya Yardima Aragirmaalardan birinin Yerel Etik Kurul Uyesi veya 1. Derece Akrabasi olmasi halinde i

igili tiye proje kurul goriismeEine katilamaz.
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