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OZET

BAKIR SULFAT iLE OLUSTURULAN DENEYSEL KARACiIiGER
HASARINDA SiNiR BUYUME FAKTORUNUN p38 MAPK SINYAL
YOLAGI UZERINDEKIi ROLU

Farelerde CuSOs ile olusturulan karaciger doku hasart modelinde eksojen Sinir
Biiytime Faktorii (NGF) uygulamasinin olusan hasar iizerine etkisi p38 MAPK sinyal
yolagi tizerinden histopatolojik, immunohistokimyasal, biyokimyasal ve molekuler
yontemlerle arastirildi. Calismada 64 adet ergin erkek BALB/c fare rastgele 8 gruba
ayrildi ve asagida belirtilen dozlarda tim uygulamalar 24 saat arayla 3 kez
intraperitoneal olarak gergeklestirildi. Kontrol grubu: serum fizyolojik, NGF grubu:
10 pg/kg NGF, p38MAPKIi grubu: 20 mg/kg p38 MAPK inhibitéri (SB203580),
NGF+p38MAPKI grubu: 10 pg/kg NGF ve 20 mg/kg SB203580, Bakir grubu: 20
mg/kg CuSOs, Bakir+NGF grubu: 20 mg/kg CuSOs ve 10 pg/kg dozda NGF,
Bakir+p38MAPK grubu: 20 mg/kg dozda CuSOs ve 20 mg/kg SB203580,
BakirtNGF+p38MAPKi grubu: 20 mg/kg CuSOas, 10 pg/kg NGF ve 20 mg/kg
SB203580. Uygulamalarin sonunda fareler dekapite edilerek kan ve karaciger dokular1
toplandi. Kan serumlarinda ALT, AST ve GGT ile karaciger dokularinda MDA, GSH,
TAS ve TOS seviyeleri biyokimyasal yontemlerle belirlendi. Karaciger dokularinda
histopatolojik ve immunohistokimyasal (NGF, iNOS, nitrotirozin, kaspaz 8, kaspaz 3,
IL-1, IL-6 ve TNF-a) incelemeler gergeklestirildi. Karaciger dokularinda p38 MAPK
MRNA ekspresyonunun seviyesi molekuler yontemlerle belirlendi. Kontrol grubuna
oranla, sadece bakir uygulanan gruptaki deneklerde ALT, AST, MDA, TOS, iNOS ve
nitrotirozin seviyelerinde artis ile GSH ve TAS seviyelerinde azalma gozlemlendi.
Bakir ile birlikte NGF uygulanan deneklerde ise bu belirteglerin seviyelerinin hiicre
homeostazisine yonelik anlamli oranda (p<0.05) degistigi tespit edildi. Eksojen olarak
bakir ile birlikte NGF uygulamasi, bakirin hepatositlerde neden oldugu akut yangisal
cevabimn (IL-1, IL-6 ve TNF-a) anlamli oranda (p<0.05) azalmasina neden oldu. p38
MAPK inhibitéri olan SB203580, bakir ve NGF ile birlikte uygulandiginda ise
NGF’nin gostermis oldugu iyilestirici etkinin ortadan kalktig1 belirlendi. Bu bulgular
NGF’nin bakirin neden oldugu oksidatif ve nitrozatif hasarlara karsi koruyucu etkisini
p38 MAPK sinyal yolag: tizerinden yaptigin1 gosterdi. Bakirin karaciger dokusunda

hidropik dejenerasyon, fokal nekroz ve apoptoza neden oldugu tespit edildi. Bakir ile



birlikte NGF uygulanan gruptaki deneklerin karacigerlerinde bakirin neden oldugu bu
histopatolojik degisikliklerin siddet ve seviyelerinin anlamli oranlarda (p<0.05)
azaldigr goriildii. Bakir+NGF grubundaki deneklerde Bakir+NGF+p38MAPKi
grubundaki deneklere gore hidropik dejenerasyon ve fokal nekrozlarin siddetinin
anlamli oranda (p<0.05) daha az oldugu, apoptotik hiicre 6limi seviyesinde de
(kaspaz 8 ve kaspaz 3) azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05) gorildi.
Bu bulgular, bakirim neden oldugu hasarda NGF’nin hepatositleri apoptozdan
koruyucu etkisini p38 MAPK sinyal yolagi {izerinden yaptigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Bakir siilfat, hepatotoksisite, NGF, p38 MAPK, SB203580



ABSTRACT

ROLE OF NERVE GROWTH FACTOR ON p38 MAPK SIGNAL PATHWAY
IN EXPERIMENTAL LIVER DAMAGE INDUCED BY COPPER
SULPHATE

The effect of exogenous Nerve Growth Factor (NGF) application on the liver
tissue damage model induced by CuSO4 in mice was investigated by
histopathological, immunohistochemical, biochemical and molecular means by the
emphesis on p38 MAPK signal pathway. In the study, 64 adult male BALB/c mice
were randomly divided into 8 groups and all applications were performed
intraperitoneally 3 times at 24 hour intervals at the doses listed below. Control group:
physiological saline, NGF group: 10 pg/kg NGF, p38MAPK:I group: 20 mg/kg p38
MAPK inhibitor (SB203580), NGF+p38MAPK:i group: 10 pg/kg NGF and 20 mg/kg
SB203580, Copper group: 20 mg/kg CuSO4, Copper+NGF group: 20 mg/kg CuSO4
and 10 pg/kg dose NGF, Copper+p38MAPK group: 20 mg/kg dose CuSO4 and 20
mg/kg SB203580, Copper+NGF+p38MAPKI group: 20 mg /kg CuSO4, 10 pg/kg
NGF and 20 mg/kg SB203580. At the end of the applications, the mice were
decapitated and their blood and liver tissues were collected. ALT, AST and GGT levels
in blood serum and MDA, GSH, TAS and TOS levels in liver tissues were determined
by biochemical methods. Histopathological and immunohistochemical (NGF, iNOS,
nitrotyrosine, caspase 8, caspase 3, IL-1, IL-6 and TNF-o) examinations were
performed in liver tissues. The level of p38 MAPK mRNA expression in liver tissues
was determined by molecular methods. Compared to the control group, increases in
ALT, AST, MDA, TOS, iNOS and nitrotyrosine levels and decreases in GSH and TAS
levels were observed in Copper group. It was determined that the levels of these
markers changed significantly (p<0.05) in favor of the cell homeostasis in the subjects
that were given NGF together with copper. Exogenous administration of NGF with
copper caused a significant (p<0.05) decrease in the acute inflammatory response (IL-
1, IL-6 and TNF-a) induced by copper in hepatocytes. When SB203580, a p38 MAPK
inhibitor, was applied together with copper and NGF, it was determined that the
healing effect of NGF disappeared. These findings showed that NGF exerts its

protective effect against copper-induced oxidative and nitrosative damage via the p38

Vv



MAPK signaling pathway. It was determined that copper caused hydropic
degeneration, focal necrosis and apoptosis in liver tissue. It was observed that the
severity and levels of these histopathological changes caused by copper in the livers
of the subjects in the group administered NGF together with copper decreased
significantly (p<0.05). The severity of hydropic degeneration and focal necrosis was
significantly  (p<0.05) lower in Copper+NGF group as compared to
Copper+NGF+p38MAPK:I group, and the decrease in the level of apoptotic cell death
(caspase 8 and caspase 3) was statistically significant (p<0.05). These findings
indicated that NGF exerts its protective effect on hepatocytes from apoptosis through

the p38 MAPK signaling pathway in copper-induced damage.

Keywords: Copper sulfate, hepatotoxicity, NGF, p38 MAPK, SB203580
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1. GIRIS

Bakir (Cu) yeryiliziinde yaygin olarak bulunan bir metaldir. Bu metal kolay
elektron aligverisi yapabildigi i¢in canli organizmalarin biyolojik sureclerinde
enzimlerin elektron aligverigini katalizler (Borobia vd. 2022; Kaim vd. 1996). Bakir,
hiicre homeostazisinde bakir-¢cinko stiperoksit dismutaz, seruloplazmin, ferroksidaz,
lizil oksidaz, tirozinaz, dopamin-f monoksijenaz, bakir amin oksidaz ve hephaestin
ferroksidaz gibi enzimlerin yapisina katilarak 6nemli roller oynar (Scheiber vd. 2013).
Insan ve hayvanlarda Cu metabolizmasi bagirsaktan emilim, karacigerde depolanma
ve fazlasinin safra yoluyla atilimi ile saglanir (Linder, 2013). Bu metal fizyolojik
sartlarda c¢esitli hiicre i¢i sistemlerin modiilasyonu altinda tutulurken fazla miktarda
dokularda bulunmasi toksikasyona neden olmaktadir (Kumar vd. 2016). Bakir
toksikasyonundan en ¢ok etkilenen organ Cu’in metabolizmasi geregi karacigerdir. Bu
organda Cu’a bagli olarak meydana gelen doku hasarinin temelinde artmis reaktif
oksijen tiirlerinin (ROT) ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNT) rol oynadig1 bilinmektedir
(Gaetke ve Chow, 2003; He vd. 2020). Bu reaktif molekiller hicre igi protein,
membranal yapilar ve DNA ile etkilesime girerek onlarm yap1 ve fonksiyonlarin
bozmaktadir (Nieves-Cordones vd. 2019). Ornegin, membranal yapilarda artmis lipit
peroksidasyonunun bir gostergesi olarak malondialdehit (MDA) seviyesinde artis
oldugu birgok ¢aligmada gosterilmistir (Gao vd. 2020; Kumar vd. 2016). Olusan lipit
peroksidasyonu hiicre hasarina o da doku hasarina ve nihayetinde organ hasarina
neden olmaktir. Karaciger doku hasarinin en 6nemli biyokimyasal gostergeleri, alanin
aminotransaminaz (ALT), aspartat aminotransaminaz (AST) ve gama-glutamil
transferaz (GGT) belirtegleridir (Barber vd. 2021; Hajimohammadi vd. 2022).
Meydana gelen doku hasarinin reaktif tirlerin neden oldugu doku stresinden
kaynaklanip kaynaklanmadigini belirlemek amaciyla siklikla Total Antioksidan
Seviyesi (TAS) ve Total Oksidan Seviyesi (TOS) kullanilir (Aslan vd. 2014; Cakir vd.
2015; Zhao vd. 2021). Organizma bu strese karsi birgok hiicre i¢i enzimatik ve
enzimatik olmayan mekanizmalar gelistirmistir. Bu korucuyucu sistemlerden biri de
glutatyon (GSH) adi verilen bir molekiil olup, bu etki GSH’nin glutatyon peroksidaz

i¢in bir kofaktér olmasindan kaynaklanmaktadir. Glutatyon peroksidaz reaktif tirleri
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su ve hidrojen peroksite donistiirerek hticreyi reaktif tiirlerin neden oldugu stresten
korur (Pei vd. 2013). GSH bu &zelliginden dolay1 reaktif tiirlerin rol oynadigi doku
hasarmin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir (Cigremis vd. 2009; Karaman vd.
2010).

Norotrofinler benzer yap1 ve sekansa sahip bir grup hiicre dis1 molekiillerdir.
Bilinen 6 c¢esit norotrofin vardir; Sinir Biiyiime Faktorii (NGF), Beyin Tirevli
Norotrofik Faktor (BDNF), Norotrofin (NT-3), Norotrofin (NT-4/5), Norotrofin (NT-
6) ve Norotrofin (NT-7) (Dechant ve Neumann, 2003; Kazak ve Yarim, 2014).
Norotrofinlerin ilk kesfedilen tiyesi NGF’dir. Bu buyume faktorii ndronlarin hayatta
kaliminda, biiyiimesinde, farklilasmasinda ve fonksiyonlarinin yiiriitiilmesinde 6nemli
roller oynamaktadir (Kazak ve Yarim, 2014). NGF’nin ayrica proapoptotik etkisinin
oldugu da bilinmektedir (Ibafiez ve Simi, 2012; Sedel vd. 1999). Sinir dokusu
haricinde deri ve mukozalarda yara iyilesmesinde, kornea epitelinin iyilesmesinde,
sindirim sisteminde bagirsak hareketliligi ve mukus salgisinin diizenlenmesi ile
bagisiklik sisteminde mast hilcreleri ve bazofilleri uyararak yangisal cevaplarin
olusturulmast gibi pek cok siirecte de NGF’nin fonksiyon gosterdigi belirlenmistir
(Dechant ve Neumann, 2002; Kazak ve Yarim, 2014). NGF etki mekanizmasini hiicre
membraninda bulunan kendilerine has TrkA reseptoriine baglanarak gosterir. Bu
baglanma reseptorde tirozin fosforilasyonuna neden olur. Reseptordeki tirozin
fosforilasyonu ¢esitli adaptor proteinlerin aktivasyonuna ve bdylece intrasitoplazmik
yolaklarim tetiklenmesine, sonunda da belli genlerin aktivasyonuna neden olur (Alastra
vd. 2021; Wise vd. 2021). Hicre icerisinde NGF’nin Mitojenle Aktive Olan Protein
Kinaz (MAPK) sinyal yolagini aktif ettigi bilinmektedir (Yung vd. 2008). Mayalardan
insanlara kadar tiim okaryotik canlilarda MAPK ler hiicre ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve
6lumu gibi hayati olaylarda énemli rol oynamaktadir (Cuadrado ve Nebreda, 2010).
MAPK’ler biyume faktorleri, sitokinler ve oksidatif stres ile aktif hale gelerek,
hiicrenin uyarana karsi en uygun cevabin olusturmasini da saglar. MAPK; memelilerde
hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinazlar (ERK), c-Jun N-terminal kinazlar (JNK) ve
p38 MAPK olarak 3 gruba ayrilmaktadir (Canovas ve Nebreda, 2021).

p38 MAPK sinyal yolagi biiyiime faktorleri, ¢evresel stresler ve yangisal
sitokinler tarafindan uyarilmaktadir. Biiyiime faktorlerinden biri olan NGF nin de bu

yolagi aktive ettigi bilinmektedir (Xing vd. 1998). Ancak bu etkilesimin hiicre hasarini
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arttirdigr m1 yoksa azalttig1 mi tam olarak bilinmemektedir. Bu kapsamda farelerde Cu
ile deneysel olarak olusturulan karaciger doku hasarinda NGF’nin roltiniin p38 MAPK
sinyal yolag: ftizerinden histopatolojik, biyokimyasal ve molekiler yontemler

kullanilarak arastirilmasi amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bakir

Bakir 63.55 dalton atomik kiitleye sahip, kolay sekil verilebilen, diisiik
korozyonlu, alagim kabiliyeti yiiksek, termal ve elektrik iletkenligi iyi olan bir metaldir
(Barber vd. 2021; Barceloux, 1999). Bu 6zellikleri sayesinde makine, ingaat, ulasim,
silah, kozmetik ve taki sektdrlerinde direk veya baska metallere ilave alasimlar olarak

yaygin kullanilir (Barceloux, 1999; Lucas ve Lemons, 1992; Winge ve Mehra, 1990).

Bakir dogal toprakta yaklasik 50 ppm/m® dogal sularda 4-10 pg/L ve
atmosferde 5-20 ng/m? konsantrasyonlarinda bulunur (Barceloux, 1999). Bu elementin
toprak, su ve atmosferdeki oran1 her gecen giin volkan gazlari, orman yanginlari, demir
celik {ireticilerinin baca gazlar1 ve icerisinde Cu bulunan veya Cu’dan yapilan
endiistriyel {irlinlerin ¢evreyi kirletmesi sonucunda artmaktadir (Pohl vd. 2015). Bu

artig insan ve hayvan sagligi igin bir risk faktorii olusturabilir (de Romafa vd. 2011).

Bakir, tiim canli organizmalarda oksitlenmis Cu?" ve indirgenmis Cu*
hallerinde bulunan bir elementtir (Borobia vd. 2022). Yaklasik 2-3 milyar yil 6nce
oksijen atmosferinin olusmasiyla Cu* daha kolay ¢oziniir hali olan Cu?* iyonuna
doniiserek tiim biyolojik turler i¢in kullanilabilir hale gelmistir (Crichton ve Pierre,
2001). Bakir bu iki form arasinda kolay doniistim gosterebildigi i¢in biyolojik islevleri
yerine getiren proteinler i¢in redoks kimyasinda énemli bir katalitik kofaktor olarak
gorev alir (Borobia vd. 2022; Kaim vd. 1996). Bu temel gdrevinden dolay: Cu tim

canli organizmalar igin hayati bir gec¢is elementidir (Kaim vd. 1996).

Bakir, insan ve hayvanlarda en ¢cok bulunan metallerden biridir. Bu metal
organizmada en fazla karaciger, beyin ve bobrekte bulunur (Linder, 2013). Bakirin
canli organizmalar i¢in gerekliligi ilk defa 1928 yilinda siganlarda deneysel olarak
olusturulan aneminin tedavisinde, icerisinde Cu bulundugu bilinen bitki ve hayvan

killerinin rasyona eklenmesi ve aneminin tedavisinde basarili olunulmasiyla
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kanitlanmigtir (Hart vd. 1928). Bakir, mitokondride sitokrom ¢ oksidaz, bag
dokusunda lizil oksidaz, beyinde dopamin monooksijenaz ve seruloplazmin gibi
aerobik metabolizmada yer alan enzimlerin aktivasyonu icin olmazsa olmazdir
(Scheiber vd. 2013). Ayrica bakir-ginko stiperoksit dismutaz icin bir kofaktor olan Cu,
proteinleri, zar lipitlerini ve nukleik asitleri serbest radikal hasarma kars1 da korur
(Boyd vd. 2020). Bakir eksikliginde zeka geriligi, anemi, hipotermi, ndtropeni, ishal,
kalp hipertrofisi, kemik kirilganlig1, zayif bag doku olusumu, deri ve sa¢ (hayvanlarda
kirk) kaybi, bagisiklik ve merkezi sinir sisteminin fonksiyonlarinda bozukluklar
goruldr (National Research Council (US) Committe on Copper in Drinking Water,
2000). Bakir canli organizmanin fizyolojik faaliyetlerini siirdiirebilmesi i¢in temel bir
element olmasma ragmen organizmada asir1 miktarda bulundugunda toksik etki

gosterir (de Romana vd. 2011).

2.1.1. Bakir Metabolizmasi

Organizmalar, Cu da dahil metal iyonlarinin hiicre i¢ine alinmasi, proteinlere
baglanmasi, hiicre i¢i tasinmasi ve depolanmasi i¢in ¢esitli yolaklar1 kullanirlar. Bu
yolaklar htcreleri Cu’in eksikligi ya da fazlaliginin olumsuz etkilerine kars1 Korur.
Bakir homeostazi bagirsaktan emilim, karacigerde depolanma ve safra yoluyla atilim

gibi temel yollarla saglanir (Turnlund vd. 1997; Uauy vd. 1998).

Diyetle aliman Cu’in emilimi bagta duodenum olmak Uzere ince bagirsakta
gergeklesir (Gaetke vd. 2014). Bakirin emilimi rasyondaki oranina, kimyasal formuna,
bireyin Cu ihtiyacina ve rasyonda bulunan Cu’in emilimini arttiran ya da azaltan
metallerin (Mo, S, Fe ve Zn) varligina gore degisir. Memelilerde diyetle alinan Cu’n
yaklasik olarak %30-50’si emilir (Hill ve Shannon, 2019; Turnlund vd. 1997). Bakirin
bagirsak epitel hiicreleri icerisine alinmasina, esas olarak enterositlerin apikal
tarafinda bulunan Cu Tasima Proteini 1 (CTR1) aracilik eder. Bu islem, Cu*?’1 Cu*’a
indirgeyen metalorediiktaz 6-transmembran epitelyal prostat ve duodenal sitokrom
b’nin aktiviteleri kullanilarak gergeklestirilir (Dancis vd. 1992; Georgatsou vd. 1997).
Bakir gastrointestinal sistem tarafindan emildikten sonra, kan dolagiminda albumin,
transkuprein, histidin ve makroglobulinlere baglanarak karacigere tasinir (Sekil 2.1)
(Liu vd. 2007; Weiss ve Linder, 1985). Karacigere gelen Cu hepatositlerin

ylzeylerinde bulunan, CTR1 yoluyla sitoplazmaya giris yapar. Bakir sitoplazmanin
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icinde ya Cu saperonlar: tarafindan spesifik proteinlere iletilir ya da depolama i¢in
metallotiyonein (MT) ile selatlanir (Linder, 2013). Hucre i¢i Cu saperonlar1t COX17
(Cu’1sitokrom c oksijenaza iletir), CCS (Cu’1 stiperoksit dismutaz 1’e ileten stiperoksit
dismutaz i¢in Cu saperonu) ve ATOX1 (Cu’t ATP7A ve ATP7B ’ye ileten)’dir
Karacigerde, Cu-ATPazlar (hepatositlerde ATP7B) Cu iyonlarini basta seruloplazmin
olmak Uzere Cu saperonlarina baglayarak Cu’mn kana geg¢mesini ve organlara
tasinmasina neden olur (Boyd vd. 2020; La Fontaine vd. 2010). Hedef dokuya ulasan
Cu, mitokondriyal enerji Gretimi, tirozin ve ndrotransmitter metabolizmasi, redoks
homeostazi ve hiicre dis1 matriksin yeniden modellenmesi dahil olmak Uzere cok

cesitli fizyolojik siirecte aktif rol oynar (Lutsenko vd. 2007).
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Sekil 2.1. Organizmadaki Cu homeostazi
(Li, 2020)

Organizmada Cu oncelikle karacigerde depolanir. Hucre igerisindeki Cu
depolanamayacak kadar fazla olursa ya endojen yolla hepatosit icerisindeki Cu safra
yoluyla ya da eksojen yolla emilmemis metal iyonlar1 olarak diskida organizmadan
uzaklastirilir (Thiele, 2003). Organizmadaki fazla Cu az da olsa idrar, ter ve diger

viicut salgilarinin i¢inde elimine edilir (Aggett, 1999).



Her hiicre kendi Cu homeostazini siki bir sekilde diizenler. Hicrelerde Cu
homeostazi enzimler, saperonlar ve zar tasiyicilarindan olusan karmasik bir Cu’a
bagimli protein agi tarafindan diizenlenir (Sekil 2.2). Bu proteinler, Cu’in hiicre icine
alimini, hiicre i¢i kullanimini ve hiicre disina atilimin1 koordine etmek igin birlikte
calisir, boylece hiicresel Cu seviyelerini belirli bir aralikta tutar, bu da Cu’mn asir
yuklenmesi ya da Cu eksikliginin olumsuz sonuglarini 6nlemeye yardimci olur
(Scheiber vd. 2013).

Transcription
ICTR1

NAAAAN

Sekil 2.2. Huicre i¢ci Cu homeostazi
(Li, 2020)

Hiicre zar1 proteini olan CTR1 tarafindan hiicre i¢ine alinan Cu’in hiicre igi
dagilimi Cu saperon aglari tarafindan siki bir sekilde koordine edilir (Puig ve Thiele,
2002). ATOX1 saperonu, Cu’in trans golgi aginda ATP7A ve ATP7B’ye
aktarilmasindan sorumludur ve lizil oksidaz, tirozinaz ve seruloplazmin gibi
kuproenzimlerin (bilesiginde Cu bulunan enzimler) sentezinde rol oynar (Lutsenko vd.
2007). Ana Cu baglayic1 protein olan seruloplazmin hem indirgenmis hem de
yukseltgenmis hallerinde sekiz adet Cu atomu igerir. Bu ylksek baglanma kapasitesi

sayesinde kanda dolasan Cu’in %60-90’1 seruloplazmin formundadir (Harris, 1990).
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Bakirin kuproenzimlerle birlesmesi ya da ayrilmast ATOX1 saperonunun diizgin bir
sekilde galigmasi ile gergeklestirilir (Boal ve Rosenzweig, 2009; Prohaska, 2008). Bu
saperon ayrica CCS ve COX17 sentez yolaklarina da Cu tasir (Kelner vd. 2000).
Saperon CCS, ROT’ni detoksifiye etmek ve Cu homeostazini siirdiirmek i¢in Cu’1
superoksit dismutaz 1’e (SOD1) iletir (Gralla ve Valentine, 1991). Mitokondride Cu
hem oksidatif fosforilasyonun hem de mitokondriyal fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde
gorev alir. Mitokondride bulunan Cu saperonu COX17, Cu’1n sitozolden mitokondriye
tasinmasindan sorumludur (Prohaska, 2008). Mitokondride Cu*, COX17’ye baglanir
ve COX2 alt iinitesine transfer i¢in sitokrom ¢ oksidaz 1’in saperon sentezine veya

COXI1 alt tinitesine teslimat icin COX11’¢ iletilir (Banci vd. 2008).

Cu-ATPazlar (ATP7A ve ATP7B), hiicresel Cu’1 disa aktarmak igin ana
tastyic1 gorevi goriir. ATP7A/7B lokalizasyonu ve fonksiyonu hicre igin 6nemlidir
(Palmgren ve Nissen, 2011). Bu tasiyicilar fizyolojik siirecte Cu’1 sitozolden golginin
Iimenine pompalar. Hiicre i¢i Cu miktar1 arttiginda, bu tastyicilar golgiden vezikillere
gecerek Cu’1 disar1 aktarmak i¢in plazma zariyla birlesir. Hucre i¢i Cu fizyolojik
seviyelere dondiigiinde, bu saperonlar golgiye geri doénerler (Boal ve Rosenzweig,
2009; Prohaska, 2008). ATP7A ve ATP7B, her dokuda farkli ekspresyon modellerine
sahiptir. Organizmada ¢ogu doku ve organda bulunan ATP7A ve ATP7B’nin en yogun
olarak bulundugu yer karacigerde hepatositlerdir (Lutsenko vd. 2007).

2.1.2. Bakir Toksikasyonu

Bakir hayvanlar igin temel bir mikro elementtir. Bakir bag dokusunun
olusumunda, demir metabolizmasinda, hiicresel solunumda, oksidatif strese karsi
korunmada, miyelin, melanin ve keratin Gretiminde yer alan enzimlerin temel
bilesimine katilarak birgok biyolojik suregte 6nemli roller oynamaktadir (Gaetke vd.
2014; Suttle, 2012). Bu temel gorevlerinden dolay1 evcil ve ¢iftlik hayvanlari
yetistiriciliginde mama ve yemlere rutin olarak Cu ilavesi yapilmaktadir (Lopez-
Alonso vd. 2017). Rasyona eklenen Cu’in miktar1 fazla oldugunda hem insan hem de
hayvanlarda toksikasyona neden olur (Gaetke vd. 2014; Scheiber vd. 2013). Hayvan
tirlerine goére Cu toksikasyonuna duyarlilik degismektedir. Bunun baslica sebebi

tirlerin Cu’1 metabolize edebilme kapasitelerinin farkli olmasidir. Monogastrik turler



Cu toksikasyonuna ruminantlara gore daha direnclidir. Koyun ise ruminantlar

icerisinde Cu toksikasyonuna en duyarl tiirdiir (Clarkson vd. 2020; Suttle, 2012).

Bakira duyarlilik koyun irklar1 arasinda degiskenlik gosterir, bu durumun
safrada Cu salgilama yetenegi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir (Wiener vd. 1978;
Woolliams vd. 1983). En duyarli irk North Ronaldsay koyunu iken en direngli irk
Merinos koyunudur (Haywood vd. 2005; Wiener vd. 1978). Cambridge 1rk1 koyunlar
Suffolk, Texel, Bluefaced Leicester ve Charollais irklarina gore Cu toksikasyonuna
daha direnclidir (van der Berg vd. 1983; Haywood vd. 2005; Wiener vd. 1978).
Domuz, kiimes hayvanlar1 ve at gibi diger tiirler Cu toksikasyonuna koyunlara gore
daha dayaniklidir (Duncan, 1997). Ornegin domuzlar temel ihtiyaglarmi karsilamak
icin yemlerine katilan 250 mg/kg diizeyindeki Cu’1 tolere edebilirlerken koyunlarda
25 mg/kg Cu toksik etkilerin ortaya ¢ikmasi i¢in yeterlidir (Duncan, 1997; Gao vd.
2020). Bu durum koyunlarda Cu’a bagh toksikasyonlarda 6liim oranmin yuksek
olmasina neden olmaktadir (Duncan, 1997). Yetistiriciler igin ozellikle ciftlik
hayvanlarindaki 6lim oraninin yiiksek olmasi, tedavi ve liretimin azalmasi nedeniyle
eckonomik kayiplara sebebiyet vermektedir. Ekonomik kayiplarin biyiikligi
nedeniyle, baz1 iilkelerde Cu toksikasyonu koyunculuk endistrisini etkileyen en
onemli hastaliklardan biri olarak kabul edilir (Gooneratne vd.1989; Minervino vd.
2018).

Hayvanlarda Cu toksikasyonu akut ve kronik olmak Uzere iki sekilde meydana
gelebilir. Akut Cu toksikasyonu tedavi amaciyla verilen Cu’in asir1 miktarda
parenteral veya oral uygulanmasi, kontamine gidalardan veya diger Cu kaynaklarindan
toksik miktarlarda Cu alinmasi nedeniyle yiksek miktarda maruz kalma ile iliskilidir
(Hill ve Shannon, 2019; Minervino vd. 2018). Kronik Cu zehirlenmesi ise diyet
gereksiniminin zerindeki dozlara veya toksik olmayan Cu dozlarina uzun siireli
maruz kalmanin (haftalardan aylara kadar) sonucu olarak gelisir (Gooneratne vd.
1989; Minervino vd. 2018).

Ciftlik hayvanlarinda toksikasyona neden olan Cu’in en 6nemli kaynag: karma
yemler ve mineral takviyeleridir. Bunlara en iyi 6rnek igerisine mineral takviyesi
yapildiktan sonra iyi homojenize edilmeyen karma yemler (Tuzcu vd. 2022), veya

domuz ve kiimes hayvanlari i¢in hazirlanan 6zellikle Cu bakimindan zengin yemlerin



duyarl tiirler tarafindan kaza ile tiketilmesidir (Borobia vd. 2022). Ayrica tarimda g0z
tas1 (CuSO4) ve Bordo bulamaci gibi Cu igeren bilesiklerin piiskiirtiildiigi asma ve
zeytin yapraklarmin yedirilmesi (Eroksuz vd. 2021), kuflenmeyi 6nlemek ic¢in Cu
iceren fungusit puskurtiilen yemlerin tiiketilmesi, hayvanlarin sanayi ve madencilik
faaliyetleri sonucunda kontamine olmus bitki Ortiisiinde otlatilmasi, Cu igceren ayak
banyolari, yosun oldiiriiciileri, yumusak¢a oldiiriiciileri ile kontamine olmus sularin
tlketilmesi, Cu telli ruminal boluslarin kullanilmasi, domuz ve kanatli giibresinin
kullanildig1 arazilerdeki silaj ve kok bitkileri ile beslenilmesi, at, sigir, domuz ve
kiimes hayvanlar: i¢in hazirlanmis vitamin-mineral takviyeleri ve yalama taslarmin
koyunlarda kullanilmasi, Cu silolarda beklemis tahil tanelerinin yedirilmesi, Mo, S, Fe
ve Zn gibi Cu antagonistlerinin rasyonda yetersiz miktarda bulunmasi, Cu eksikliginin
onlenmesi veya sindirim sistemi parazitleri tedavisi i¢in kullanilan Cu tuzlarinin oral
veya parenteral asirt dozda verilmesi Cu toksikasyonuna neden olur (Borobia vd. 2022;
Duncan, 1997; Oruc vd. 2009; Sargison, 2009).

Hayvanlarda oldugu gibi insanlarda da Cu toksikasyonu akut veya kronik
olarak olusabilir. Bakir ile iliskili akut toksikasyon vakalar1 genellikle intihar niyetiyle
oral yoldan yiiksek miktarda Cu yutulmasi ile iligkilidir. Tek seferde oral alinan 10-20
gr Cu yetiskin bir insanin 6limuine neden olabilir (Deng vd. 2023; Han vd. 2021;
Hajimohammadi vd. 2022; Royer ve Sharman, 2020). insanlarda akut Cu
toksikasyonuna 6rnek olarak Hindistan ve Iran’da icerisinde yiliksek oranda Cu
bulunan sularin tiiketilmesi gosterilebilir (Royer ve Sharman, 2020; Han vd. 2021).
Bakirin kontrolsiiz kullanimi1 sadece dogu {ilkelerine has degildir. Avrupa’da 1960
yilinda piyasaya siiriilen ve igerisinde Cu bulunan tabletler ¢ocuk ve yetiskinlerde bir
siire emetik ila¢ olarak kullanildi. Ancak bu ilaglarin kullanimi ortaya c¢ikan
toksikasyon vakalarindan kisa bir siire sonra durduruldu (Hajimohammadi vd. 2022;
Royer ve Sharman, 2020). insanlardaki kronik Cu toksikasyonu ise genellikle su ve
gida maddelerine karisan diisiik dozdaki Cu’a uzun siire maruz kalma ile iliskilidir.
Insanlarda kronik Cu toksikasyonun belirtilerinin ortaya ¢ikmasi yillar alabilir (Uriu-
Adams ve Keen, 2005). Kronik Cu toksikasyonunda klinik belirtiler karin agrisi,
kusma, kas kramplar1 veya spazmlari, ishal, sarilik ve anemi gibi spesifik olmayan
belirti ve semptomlarla kendini gosterir. Bakir alimi kesilir ve destekleyici tedavi

uygulanirsa hastalar iyilesebilir (Perestrelo vd. 2021).

10



Ayrica insanlarda iki farkli genetik mutasyona bagli Cu metabolizmasimin
bozulmasiyla karakterize Menkes ve Wilson hastaliklar1 tanimlanmistir (Gaetke vd.
2014). Menkes hastaligit ATP7A geninde mutasyon sonucu olusan bir hastaliktir. Bu
mutasyon ATP7A’y1 hiicre igindeki Cu’1 siirekli disartya atan bir kanala doniistiiriir.
Bu durum Cu ile iliskili enzimlerin tiretilememesi sonucu hiicrenin 6limiine neden
olmaktadir (Chen vd. 2022). Menkes’in aksine Wilson hastalig1 hiicre iginde asir1 Cu
birikmesi ile iligkilidir. Wilson hastaligt ATP7B geninde mutasyon sonucu olusur. Bu
mutasyon sonucunda hiicre i¢ine giren Cu bir daha disariya atilamaz. Bu durum hiicre
icinde asir1 miktarda serbest Cu birikimine neden olur. Hiicre icinde serbest haldeki
Cu hiicreler icin toksiktir (Chen vd. 2022; Scheiber vd. 2013).

Sican ve fareler Cu toksikasyonuna insanlar ve evcil hayvanlara gore daha
direnclidir (National Research Council (US) Committe on Copper in Drinking Water,
2000). Bu hayvanlaraki Cu toksikasyonlar1 bilimsel arastirmalarda deneysel olarak
olusturulmaktadir (Kumar vd. 2016; Tian vd. 2015). Erkek siganlarda oral LDso dozu
42 mg/kg iken disi siganlarda LDso dozu 37 mg/kg’dir (Alman vd. 2022). Bakirin
farelerdeki LDso dozu Shiraishi vd. (1991) tarafindan 29,5 mg/kg olarak bildirilirken
Kadammattil vd. (2018) tarafindan 39,8 mg/kg, Kanada is sagligi ve giivenligi merkezi
(2022) tarafindan ise 61 mg/kg olarak bildirilmektedir.

Bakir parenteral veya oral yolla organizmaya yuksek miktarda girdiginde
karacigerde birikir. Bu biritkme Cu’in depolama ve tagima kapasitesini etkiler
(Sternlieb, 1980). Organizmada Cu miktarinin yiiksek olmasi serbest radikal kaynakli
oksidatif stres hasari ile iliskili hepatotoksisite nedeniyle karaciger yetersizligine bagli

6ltime neden olur (Florianczyk, 2003).

Oksidatif stres, hiicresel metabolizma sirasinda olusan ve hiicreye zararli
etkileri oldugu bilinen serbest radikaller (oksidanlar) ile bu radikallerin
temizlenmesinde rol alan antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki dengenin
antioksidanlar aleyhine bozulmasidir (Palipoch ve Koomhin, 2015). Hicrede oksidan
hasarima sebep olan bu radikaller reaktif oksijen tiirleri (siiperoksit, hidrojen peroksit,
hidroksil radikali ve peroksil radikali) ve reaktif nitrojen turlerinden (nitrik oksit ve

peroksinitrit) olusur (Young ve Woodside, 2001).
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Yiiksek organizmalarda metabolik faaliyetler veya cesitli faktdrler sonucu
bircok hastaligin patogenezinde rol oynayan serbest radikal olarak adlandirilan
bilesikler olusmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 2015; Palipoch ve Koomhin, 2015).
Serbest radikaller, dis yoriingelerinde eslesmemis elektron bulunduran, oldukea kisa

omiirlii molekiiller olarak tanimlanmaktadir (Mahatesh vd. 2012).

Antioksidanlar, oksidatif hasar1 geciktiren veya engelleyen maddelerdir
(Halliwell ve Gutteridge, 2015). Bu bilesikler; oksidanlarin biyolojik hedeflerle
reaksiyona girmesini, radikal zincir reaksiyonlar1 olusturmalarini ya da oksijenin
oldukga reaktif {irtinlere doniismesini 6nleyerek serbest radikallerin verecegi hasar1 en

aza indirirler (Duarte ve Lunec, 2005; Mahatesh vd. 2012).

Serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki hassas denge organizmalarin
metabolik faaliyetlerini sorunsuz bir sekilde yiirlitmeleri ve canliliklarini devam
ettirebilmelerinde olduk¢a 6nemlidir. Bu dengenin saglanmasi “redoks regiilasyonu”
olarak da adlandirilmaktadir (Young ve Woodside, 2001). Redoks regilasyonu
organizmalar1 gesitli oksidatif streslerden korur ve in vivo redoks durumunu kontrol
ederek redoks homeostazisinin siirdiiriilmesini saglar (Droge, 2002). Dengenin,
serbest radikaller tarafindaki artis ya da antioksidan tarafindaki yetersizlige bagl
bozulmasi oksidatif stresin olusmasina neden olmaktadir (Halliwell ve Gutteridge,
2015; Palipoch ve Koomhin, 2015).

Serbest radikaller kisa yasam Omiirlerine ve miktarca diisiik
konsantrasyonlarda {iiretilmelerine ragmen c¢ok reaktif yapili olmalar1 nedeniyle
organizma i¢in oldukga zararl bilesiklerdir. Bu radikaller hiicre igerisinde protein,
lipit, karbonhidrat ve nikleik asitler ile reaksiyona girerek yapisal ve fonksiyonel
bozukluklara neden olmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 2015; Young ve Woodside,
2001).

Bakir toksisitesinin temel mekanizmasi oksidatif stres hasar1 ile
iliskilendirilmektedir (Gaetke vd. 2014). Stperoksit (O2°*), askorbik asit veya GSH gibi
indirgeyici ajanlarm varhginda Cu?*, Haber—Weiss reaksiyonu yoluyla hidrojen
peroksitten hidroksil (OH®) radikallerinin olusumunu katalize edebilen Cu*’ya
indirgenebilir (Gaetke ve Chow 2003; Kadiiska ve Mason 2002).
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02* + Cu®* —» 02 + Cu*

Cut + H202 — Cu? + OH+ OH*

Yukarida verilen mekanizma ile meydana gelen OH* reaktif oksijen tirleri
arasinda tiim biyolojik makromolekiillerle reaksiyona girebilen en reaktif ve zararli
radikaldir (Valko vd. 2005). Hidroksil radikali karbon merkezli bir protein radikali
olusturmak i¢in amino tagityan karbondan bir hidrojeni ve bir lipit radikali olugturmak
icin doymamis bir yag asidinden hidrojeni ayirarak oksidatif hasar1i baslatma
yetenegine sahiptir. Bu radikal protein ve lipitlerin yan1 sira bazlar1 da oksidasyona
ugratarak DNA sarmalinin kirilmasina neden olur. Ayrica, nitrik oksit (NO) ve
superoksitin - reaksiyon Urlini olan peroksinitrit, seruloplazmin gibi protein
kompleksinden Cu iyonlarini ayirarak serbest Cu miktarinin ve oksidatif hasarin

artmasina neden olur (Gaetke vd. 2014; Gaetke ve Chow, 2003).

Oksidatif hasara neden olan reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engellemek,
bu maddelerin meydana getirdigi hasarlar1 6nlemek ve detoksifikasyonu saglamak
iizere viicutta gorev yapan savunma sistemlerine “antioksidan savunma sistemleri” ya
da “antioksidanlar” adi verilir (Karabulut ve Gulay, 2016; Young ve Woodside, 2001).
Antioksidanlar, radikallerle olduk¢a hizli bir sekilde reaksiyona girerek oksidanlarin
biyolojik hedeflerle reaksiyona girmesini, radikal zincir reaksiyonlari olugturmalarini
ya da oksijenin oldukg¢a reaktif iirlinlere doniismesini onleyerek serbest radikallerin
verecegi hasar1 en aza indirmeye calisirlar (Kabel, 2014). Antioksidanlar, kaynagina
gore endojen ve eksojen; aktivitelerine gore enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar olarak smiflandirilabilirler (Nimse ve Pal, 2015; Karabulut ve Gilay,
2016). Enzimatik antioksidanlar stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve
glutatyon rediiktazdir. Bu enzimler hiicresel seviyede reaktif tirlerle miicadele eden
birincil derecede antioksidanlardir. Bu antioksidanlar Cu, Zn, Mn ve Fe gibi
kofaktorlerin varliginda ¢ok asamali bir islemle tehlikeli oksidatif trtinleri hidrojen
peroksit ve suya donistiirtir (Halliwell ve Gutteridge, 2015). Enzim yapisinda olmayan
dogal antioksidanlar, bitki veya hayvan dokularinda bulunan ya da bitkisel veya
hayvansal kaynakli bilesiklerin pisirilmesi veya islem gdrmesi sonucu olusan

maddelerdir. Hemen hemen tim mikroorganizmalar ile bitkisel ve hayvansal
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dokularda bulunurlar (Townsend vd. 2003). Enzimatik olmayan antioksidan turleri
arasinda mineraller (¢inko ve selenyum), vitaminler (vitamin C, vitamin A, vitamin K
ve vitamin E), karotenoidler (likopen ve lutein), organosulfur bilesikleri (allilstlftr),
polifenoller, disik molekuler agirlikli antioksidanlar (iirik asit), antioksidan
kofaktorler (koenzim Q10), GSH, melatonin ve indol turevleri yer alir (Nimse ve Pal,
2015).

Organizmada Cu toksikasyonunda en ¢ok etkilenen organ Cu metabolizmasi
geregi karacigerdir. Karacigerdeki histopatolojik degisiklikler organizmaya alinan Cu
miktarma gore degismektedir (Liu vd. 2020b). Akut Cu toksikasyonunda 6zellikle
sentral ven cevresindeki hepatositlerde hidropik dejenerasyon ve fokal nekroz
gorilurken hasarin daha siddetli oldugu olgularda ise sekillenen histopatolojik
degisiklikler panlobulerdir. Akut olgularda yangisal degisiklikler minimal seviyede
olabilirken kronik olgularda yogun mononukleer hucre infiltrasyonuyla karakterize
fokal nekroz odaklarina kadar degisen varyasyonlarda sekillenebilir. Ayrica kronik Cu
toksikasyonlarinda hepatositlerin yerini fibroblast ve fibrositlerin aldigi fibrotik
degisiklikler de gorulebilir (Eroksuz vd. 2021; Helman vd. 1985; Huster, 2010).

Hepatositlerde Cu toksikasyonuna bagli olusan dejenerasyonlar karaciger
enzimlerinden ALT, AST ve GGT 1n kan serumundaki seviyelerinde belirgin derecede
artisa neden olur (Barber vd. 2021; Hajimohammadi vd. 2022; Liu vd. 2020a). Bu
enzimler hepatoselliiler hasarin kan serum belirtegleri olarak kabul edilmektedir (Lala
vd. 2022). Karaciger hasar belirteclerinden ALT hepatosit sitoplazmasinda kan
serumuna oranla 3000 kat daha fazla bulunur (Sherman, 1991). Fizyolojik kosullarda
L-alanin a-ketolutarat ile bilesimini katalizleyerek son drlin olarak L-glutamat ile
piruvat olusumunu saglar. Hepatositte meydana gelen en ufak dejenerasyonda
sitoplazmada bulunan ALT hiicre digina sizar ve kan serumuna gecer (Yanai vd. 2005;
Yang vd. 2009). AST ise fizyolojik kosullarda, amino asitleri katalizleyerek protein
sentezini kolaylastiran bir enzimdir. Bu enzim de ALT gibi hepatositlerde hasar
meydana geldiginde hiicre disina sizar. AST karaciger haricinde iskelet ve kalp
kasinda, bobrek, dalak, pankreas, beyin ve eritrositlerde bulunur. Bu enzim
karacigerden farkli dokularda da bulundugu i¢in tek basina artmis olmasi karaciger
hasarmin gostergesi degildir. Bu nedenle serumda ALT ve AST’nin birlikte

yiikselmesi karaciger hasarinin belirteci olarak yorumlanir (Mason vd. 2010). GGT bir
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diger karaciger hasar belirtecidir. Fizyolojik kosullarda GGT glutatyonun
yikimlanmasindan sorumludur. Bu enzim AST gibi sadece karacigere 6zgi degildir.
Pankreas, bobrek ve damar endotel hiicrelerinde de bulunur. ALT ve AST ile birlikte
serumda GGT’nin artis1 karaciger hasarmin belirteci olarak yorumlanir (Mason vd.
2010). Bakir toksikasyonunda insan (Barber vd. 2021), ruminant (Borobia vd. 2022;
Tuzcu vd. 2022) ve deney hayvanlarinda (Liu vd. 2020a; Tian vd. 2015) ALT, AST

ve GGT’nin kan serum seviyelerinin artig1 bildirilmektedir.

Oksidatif hlicre hasarinin bir gostergesi olarak dokularda ve serumda MDA nin
belirlenmesi siklikla kullanilan bir yontemdir. Hiicre hasari sirasinda olugan serbest
radikaller hiicre membranlarinda bulunan doymamis glikolipit ve fosfolipitlerle
reaksiyona girerek lipit peroksidasyonuna neden olmaktadir. Lipit peroksidasyonu bir
takim zincir reaksiyonlar sonucunda lipit hidroperoksitler (LOOH) ve konjuge dienler
olusmasina neden olur. Lipit peroksidasyonunun son iiriiniit MDA ’dir. Hiicre hasari
sirasinda artmis lipit peroksidasyonundan dolay1 artmis MDA seviyesi hiicre hasarinin

bir gdstergesi olarak kullanilir (Tsikas, 2017).

Nitrik oksit, bir nitrojen ve bir oksijen atomundan olusan, yoriingesinde
ciftlenmemis elektron iceren ve dolayisiyla bir radikal olan azot monoksit gazidir
(Olson ve Garbéan, 2008). Bu radikalin her ne kadar fizyolojik streclerde kan akimi1 ve
basincmin diizenlenmesi, diiz kas gevsemesi, norotransmitter madde, savunma
mekanizmalari ve immun yanitin olusmasi gibi gorevleri olsa da hucre igindeki
miktarinin artmasi nitrozatif stres olarak adlandirilan duruma neden olmaktadir.
Nitrozatif stres, oksidatif strese benzer olarak hiicre i¢indeki yag, protein ve DNA nin
yapisini degistirerek hiicrenin normal fonksiyonlarini inhibe eden nitrozilasyon
reaksiyonlarina yol agabilir. Nitrik oksit ayrica ROT’larla birleserek lipit
oksidasyonuna neden olan peroksinitrit (ONOQO") olusturur (Aladag vd. 2000; Ridnour
vd. 2004).

Nitrik oksit L-arjininden nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi araciligiyla
sentezlenir. Bu enzimin induklenebilir NOS (iNOS), ndéronal NOS (nNOS) ve
endotelyal NOS (eNOS) olmak {izere ii¢ izoformu bulunmaktadir. Bu enzimlerden
nNOS ve eNOS dokularda fizyolojik streclerde, iNOS ise patolojik durumlarda NO

sentezinden sorumludur (Karakaya vd. 2009; Turkéz ve Ozerol, 1997).
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Nitrik oksit sentaz enzimleri tarafindan sentezlenen NO fizyolojik seviyesinin
istiine ¢iktiginda nitrozatif doku hasarina neden olur. Sentezlenen NO hicre
sitoplazmasinda bulunan tirozin amino asidi ile birleserek nitrotirozin ad1 verilen, 3N
iceren yapiyr olusturur. Bu molekil, 0Ozellikle biyokimyasal ve farmakolojik
caligmalarda nitrozatif stresin bir gostergesi olarak kabul edilir ve bu stresin hiicreler
iizerindeki etkisini arastirmak icin kullanilir (Bandookwala ve Sengupta, 2020; Ozen
vd. 2014; Thomson, 2015).

Glutatyon karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢c olmadan sentezlenebilen bir
tripeptitdir. Hicre icinde GSH’nin %85-90°1 sitoplazma da bulunur. Geri kalan kismi1
sitoplazmada sentezlendikten sonra mitokondri, cekirdek, peroksizomlar ve
endoplazmik retikulumda bulunabilir (Townsend vd. 2003). Glutatyon serbest
radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi koruyan
onemli enzimatik olmayan bir antioksidandir (Pei vd. 2013). Bu 6zelliginden dolay1
oksidatif stres arastirmalarinda siklikla kullanilmaktadir (Cigremis vd. 2009; Karaman
vd. 2010).

Kan ve dokularda antioksidan ve oksidan maddelerin miktarini degerlendirmek
icin kullanilan diger bir yontem TAS ve TOS testleridir (Erel, 2004; Ghiselli vd. 2000;
Tarpey vd. 2004). Toplam antioksidan seviyesi, antioksidan savunma sistemlerinin
gliciinlii 6lgmek igin kullanilan bir testtir. Yiksek TAS seviyesi vicudun serbest
radikallere karsi gii¢lii bir savunmaya sahip oldugunu, diisiik TAS seviyesi ise
oksidatif stresin artmis olabilecegini gostermektedir. Toplam oksidan seviyesi ise
oksidan maddelerin doku ve kanda mevcut olan miktarmi 6l¢gmek i¢in kullanilan bir
testtir. YUksek TOS seviyesi, dokuda oksidatif stresin arttiginin ve hiicrelerin oksidatif
hasara maruz kaldiginin bir gostergesidir (Aslan vd. 2014; Cakir vd. 2015; Zhao vd.
2021).

Oksidatif hasara ugrayan hiicrelerde cesitli bilesikler ortaya ¢ikar ve bu
bilesikler hiicrenin kaderinin belirlenmesinde kritik rol oynar. Hiicrenin oksidatif
hasara olan tepkisi hiicre tipine gore degismekle birlikte genelde farklilagsma, ¢ogalma
ya da hiicre oOliimiidiir. Hiicrenin kaderi agiga ¢ikan ROT miktarina gore

degismektedir. ROT miktarinin diisiik oldugu durumlarda hiicreler hayatta kalir,
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farklilagir veya c¢ogalirlarken, ROT miktarinin yiiksek oldugu durumlarda hiicreler
olir (Matsuzawa ve Ichijo, 2008). Hasara ugramis olan hiicrenin kaderinin
belirlenmesinde hiicre i¢i baz1 arac1 molekuller rol oynar. Bu molekullerin en 6nemlisi
Mitojenle Aktive Olan Protein Kinazlar (MAPK’ler)’dir. MAPK ler hicre igi sinyal
iletimine aracilik ederek hiicrenin biiylimesi, farklilasmasi, gelismesi, hayatta kalmas1
ve 0limi gibi ¢esitli hiicresel siireclerde temel rol oynayan evrimsel olarak korunmusg

dizenleyici proteinlerdir (Ravingerova vd. 2003).

2.2. Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz (MAPK)

Hucreler hayatta kalabilmek ya da gesitli uyaranlara karsi uyum saglayabilmek
icin hiicre igi ve dist ortamdaki degisiklikleri siirekli olarak algilamalidir. Hiicreler bu
farkliliklar1 algilamak, sinyalleri almak, bilgileri iletmek ve uygun yanitlari
diizenlemek i¢in karmasik mekanizmalara sahiptir. Bu mekanizmalarin en iyi bilineni
MAPK lerdir (Cuadrado ve Nebreda, 2010). MAPK ler fizyolojik ve patolojik bir cok
surecgte onemli rolleri olan hicre ici ana sinyal iletim yolunun tyeleridir. MAPK’lerin
mayalardan insanlara kadar tiim 6karyot canlilarda hiicrelerin farklilasmasi, gogalmasi

ve 0liimii gibi hayati fonksiyonlarinda gorev aldigi bilinmektedir (Plotnikov vd. 2011).

MAPKlerin yolaklar1, hiicre ylzeyi reseptorleri ve hiicre ici sinyal moleklleri
arasinda kinazlarm sirali fosforilasyonu ve sirali aktivasyonu ile yonetilen iyi organize
olmus basamaklardan olusur (Sekil 2.3). Blylume faktorleri, oksidatif stres ve
sitokinler gibi uyaranlara karsi1 ilk cevap olarak MAPK Kinaz Kinaz (MAP3K)
seviyesinde fosforilasyon gerceklesir. Fosforile olmus aktif MAP3K, MAPK Kinaz’1
(MAP2K) fosforile ederek aktif hale getirir. Aktif MAP2K iki adet fosfor ekleyerek
MAPK’yi aktiflestirir (Keshet ve Seger, 2010; Kyriakis ve Avruch, 2012).
Memelilerde iyi tanimlanmig 3 adet MAPK alt grubu vardir: ERK, JNK ve p38
MAPK. Bu (g sinyal iletim kinaz1 kendilerine ait yolaklarla hicrelerin biyumesinden

oliimiine kadar pek ¢ok siiregte rol alir (Plotnikov vd. 2011).
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Cevap Proliferasyon, Apoptoz ve Yangi ]
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Sekil 2.3. MAPK yolaklari
(Cuadrado ve Nebreda, 2010 ve Son vd. 2011'den modifiye edilmistir)

2.2.1. Hiicre Dis1 Sinyalle Duzenlenen Kinaz (ERK)

Hiicre dis1 sinyalle duizenlenen Kkinazlar, hiicre dis1 sinyalleri hiicre i¢i hedeflere
ileten sinyal yoluna ait MAPK’lerdir. Bu kinazin ERK1 ve ERK2 olarak isimlendirilen
iki izoformu vardir. Hucrelerde bu iki izoform birbirleriyle benzer gorevleri
ustlenirler. Bu kinazlar, hiicre biiyiimesi, boliinme, farklilagma, hareketlilik ve apoptoz
gibi bircok hucresel sureci etkileyen proteinleri fosforile ederek hicre yapisinda

islevsel degisiklikler yaparlar (Keshet ve Seger, 2010; Plotnikov vd. 2011).

ERK, hiicre disindaki faktorlere cevap olarak bir dizi enzimatik reaksiyonla
aktive olur ve hiicre i¢indeki cesitli hedeflere fosforilasyon yoluyla sinyal ileterek bir
dizi hiicresel cevabi baglatir. ERK aktivasyonu, hiicre disinda bulunan sinyal
molekdllerinin (¢cogunlukla biiyiime faktorleri) hicre ylzeyindeki reseptorlere
baglanmasi ile baslar (Guo vd. 2020; Roberts, 2012). Hiicre disindaki sinyal
molekiilleri, hiicre ylizeyindeki reseptorlere baglandiginda, reseptorler fosforile edilir.
Bu fosforilasyon Ras, RAF ve MEK proteinlerinin sirali aktivasyonunu baglatir. Bu
kinaz yolaginda bir protein kinaz digerini fosforile ederek sinyalin ilerlemesini saglar.
MEK fosforile olarak ERK aktivasyonu gergeklesir. Bu aktivasyon sonucunda
sitoplazmada bulunan ERK ¢ekirdege girer, transkripsiyon faktori aktivitesini ve gen

ekspresyonunu diizenler (Mebratu ve Tesfaigzi, 2009).
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2.2.2. c-Jun N-Terminal Kinazlar (JNK)

c-Jun N-Terminal Kinazlar (JNK) MAPK ailesine ait hicre sinyal
molekdllerinden biridir. Bu kinaz molekuli ¢ izoformdan (JNK1, JNK2 ve JNK3)
olusur. Bu izoformlar hiicre i¢i ve hiicre dis1 uyaranlara karsi hiicresel cevabin
diizenlenmesinde rol oynar. JNK’ler da diger MAPK’ler gibi proteinlere fosfat
ekleyerek onlar1 aktive veya inhibe ederek hiicre i¢i haberlesmeyi saglar (Davies ve
Tournier, 2012; Karin ve Gallagher, 2005).

JNK aktivasyonu, c¢esitli hiicresel stres faktorleri tarafindan tetiklenir.
Hucrelerdeki stres faktorleri arasinda UV 1sinlari, toksinler, oksidatif stres, sitokinler
ve DNA hasar1 sayilabilir. Bu stres faktorleri, hiicre ic¢indeki sinyal iletim yolu
boyunca bir dizi reaksiyonu tetikleyerek JNK aktivasyonuna neden olurlar. Oncelikle,
stres faktorl hucredeki ilgili reseptorler tarafindan algilanir ve bu reseptorler
araciligiyla birincil sinyal MAP3K’in aktivasyonu ile baglar. MAP3K seviyesinde
MEKK, ASK ve MLK’nin fosforile olmas1 sonucunda MAP2K seviyesinde MEK4 ve
MEK?7 aktif olur. Bu iki kinazin fosforile olmas1 INK’yi aktiflestirir. Aktive olan INK
hiicre icindeki birgok hedef proteine fosfat ekler (Dhanasekaran ve Reddy, 2008; Liu
ve Lin, 2005). Bu nedenle, INK aktivasyonu, hiicre i¢indeki sinyal iletim yollarinin
bir dizi reaksiyonunu iceren bir kompleks surectir. Bu silireg, hicrelerin stres
faktorlerine adaptasyonunu ve hiicresel homeostazin korunmasini saglar (Karin ve

Gallagher, 2005).

2.2.3. p38 Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz (p38 MAPK)

MAPK ailesinin bir Gyesi olan p38 MAPK, hiicrelerde strese bagli olusan
yanitlarin sinyalizasyonunu diizenleyen bir proteindir. Bu protein biyime faktorleri,
DNA hasari, yangi, bakteriyel ve viral enfeksiyonlar, hipoksi, oksidatif stres, ozmotik
stres ve diger streslere yanit olarak aktif hale gelir ve hicrede bir dizi biyokimyasal
reaksiyonlari baslatarak hiicrenin hayatta kalmasimni, yenilenmesini ya da apoptoz gibi

hlicrenin 6liim siireglerine girmesini saglar (Han vd. 2020).

Memelilerde p38 MAPK ilk olarak birbirinden bagimsiz dort ¢alismada; (1)

insan hucrelerinde lipopolisakkarit ile olusturulan hiicre hasarinda tirozin ile fosforile
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edilmis 38-kDa agirliginda bir protein (Han vd. 1994), (2) arsenik toksikasyonu ile
indliklenen ozmotik stresle aktive olmus kiguk boyutlu bir 1s1 soku protein kinaz (RK:
Reaktif Kinaz) (Rouse vd. 1994), (3) Hsp27 hucrelerinde IL-1’e yanit olarak aktif hale
gelen bir protein (p40) (Freshney vd. 1994) ve (4) insan monositlerinde IL-1 ve TNF-
a’y1 inhibe etmek i¢in uygulanan SB203580’in inhibe ettigi bir protein (CSBP2) (Lee
vd. 1994) rapor edilmistir. Bu ¢alismalardaki p38, RK, p40 ve CSBP2 proteinlerinin
hepsinin, ginimizde p38a olarak kabul edilen molekil oldugu ortaya ¢ikmustir
(Canovas ve Nebreda, 2021).

Simdiye kadar p38a, p38p, p38y ve p386 olmak Uzere dort farkli p38 MAPK
izoformu tanimlanmistir (Kyriakis ve Avruch, 2012). Bu dort izoform, birbirleriyle
%60’tan fazla amino asit dizisinde benzerlik gosterirler. Amino asit dizisi bakimindan
p38a ile p38P %75 dzdesken, p38y ile p383 %75 6zdestir. Birbirleri ile 6zdes yapiya
sahip olmalar1 nedeniyle dokulardaki ekspresyon seviyeleri de benzerlik
gostermektedir. Ornegin p38a ve p38P, olgun sinir sisteminde diger iki izoforma gore
daha fazla eksprese edilirken, p38y ve p385 ekspresyonu iskelet kas1 ve endokrin bez
hicrelerinde diger iki izoforma gore daha yiksektir (Kyriakis ve Avruch, 2001,
Nebreda ve Porras, 2000). p38 MAPK izoformlarmin dokulara gore ekspresyon
seviyelerinin farklilik gdstermesinin fizyopatolojisi hala belirsizligini korumaktadir
(Canovas ve Nebreda, 2021). p38 MAPK izoformlarinin rol aldiklar1 gorevlerde
belirsizlikler olmasina ragmen bazi izoformlar arasindaki fonksiyonel farkliliklar
bilinmektedir. Ozellikle p38a, plasentayr olusturan hiicrelerin gelisiminde sahip
oldugu kritik islevi nedeniyle fare embriyo gelisimi icin gerekli olan tek p38
MAPK’dir (Beardmore vd. 2005; Greenblatt vd. 2010). p38p her ne kadar p38a’nin
yedegi olarak gorulse de hicre kiltlrlerinde yapilan deneyler sadece p38p tarafindan
gerceklestirilebilen bazi islevleri tanimlamistir (Arriazu vd. 2020). p38a ve p38p kalp
gelisimi (del Barco Barrantes vd. 2011), cinsiyet tayini (Warr vd. 2012), mitozun
dizenlenmesi ve yardimci T lenfositlerinin aktivasyonunda (Hayakawa vd. 2017)
birlikte gorev alirlar. Birbirine yakin amino asit dizilimine sahip olan p38y ve p389,
doku rejenerasyonu ve bagisiklik tepkilerinde (Escés vd. 2016) birbirine benzer
islevleri yerine getirirler. Fakat p38y veya p385’nin p38a islevlerini gergeklestirip
gerceklestiremedigi heniiz bilinmemektedir. Bu nedenle, bu sinyal yolunun biyolojik

rollerini tam olarak anlamak icin bu dort p38 MAPK’nin hem bireysel davranis1 hem
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de fonksiyonel etkilesimleri hakkinda daha ¢ok aragtirmaya ihtiya¢ oldugu ifade
edilmistir (Canovas ve Nebreda, 2021).

p38 MAPK aktivitesi birbirleriyle farkli basamaklarda kesisen 6zel kinazlarin
aktivasyonu, birka¢ fosfataz tipi tarafindan pasifizasyonu ve post-translasyonel
modifikasyonlar ile siki bir gekilde diizenlenir. p38 MAPK sirayla bir MAP3K
tarafindan fosforile edilen bir MAP2K tarafindan ikili fosforilasyon (bir alt
basamaktaki kinaza iki adet fosfor eklenmesi) yoluyla aktive edilir (Canovas ve
Nebreda, 2021). Bu yolak p38 MAPK’nin standart yolag: olarak adlandirilir ve
MAP3K seviyesinde ASK1, DLK, MEKK3, MEKK4, MLK3, TAK1, TAO1, TAO2,
TPL2 ve ZAK2’in fosforile olarak aktif hale gelmesiyle baslar. Farkli MAP3K’larin
farkli sinyaller tarafindan aktive edilmesi, p38 MAPK yolaginin yukari akiginda
cesitlilige neden olmaktadir. Bu cesitlilik farkli uyaranlara karsi hiicrenin verdigi
cevaplarin ¢ok yonli olmasini saglar. MAP3K ’lerin fosforile olarak aktiflesmesinden
sonra, MAP2K seviyesinde birbirleri ile amino asit dizilimi bakimindan %80 benzerlik
gosteren MKK3, MKK6 ve MKK4 (daha ¢cok JNK’leri etkinlestirir) fosforile olur. Her
MAP2K’in p38 MAPK aktivasyonuna katkisi, hiicre tipine ve uyarana bagh
degiskenlik gosterir (Cuadrado ve Nebreda, 2010; Kyriakis ve Avruch, 2012).

p38 MAPK, standart fosforilasyon yolaginin yani sira, iki farkli alternatif yolla
da aktive edilebilir. Yolaklardan biri, Transforme Edici Buytume Faktori B’y1 Aktive
Eden Kinaz 1’i Baglayic1 Protein 1’in (TAB1) p38a’ya baglanmasi ile gergeklesir.
TABL, p38a’y1 fosforile ederek aktif hale getirir (Ge vd. 2002). Bu mekanizma,
miyokard iskemi hasarinda (De Nicola vd. 2018; Tanno vd. 2003), T lenfositlerinin
yaglanmasinda (Lanna vd. 2014), dermatitlerde (Theivanthiran vd. 2015) ve
triiyodotironin uygulanan adipositlerde (Matesanz vd. 2017) bildirilmektedir. Diger
p38 MAPK aktivasyonu mekanizmasi, yalnizca T Hucre Reseptorii araciligiyla
uyarilan T lenfositlerde gorilmektedir. Bu yolak hem p38a hem de p38p’nin ZAP70
tarafindan fosforilasyonu sonucunda gergeklesir (Salvador vd. 2005).
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2.2.3.1. Enfeksiyoz Etkenlere Bagh p38 MAPK Aktivasyonu

Bakteriyel ve viral ajanlar konak hicrede klasik, TAB1 ve ZAP70 yolaklari
aracihigiyla p38 MAPK aktivasyonunu tetiklerler (Cheng vd. 2020; Grab ve Rybniker,
2019; Holscher vd. 2020). Enfeksiy6z ajanlara bagli aktivasyon bazen direk olurken
bazen de enfekte hiicrede aciga ¢ikan ikincil molekiiller araciligiyla olmaktadir.
Ornegin  Salmonella typhimurium ve Mycobacterium tuberculosis etkenleri
kendilerinin direk etkilerinden ziyade hiicrelerde artan ROT araciligiyla p38 MAPKyi
aktive ederler (Lee vd. 2016; Takizawa vd. 2017). Viral ajanlardan influenza virusu,
enterovirdis, insan immun yetmezlik virtst, Dang virust ve hepatit B virtsu gibi birgok
virtsiin p38 MAPKyi aktive ettigi bilinmektedir (Cheng vd. 2020). Ayrica 7 Kasim
2019 tarihinde Cin’in Hubei bolgesinin baskenti olan Vuhan’da ortaya c¢ikan ve
pandemiye neden olan SARS-CoV-2 ile enfekte olmus hiicrelerde p38 MAPK
aktivasyonunun MKK3 ve MKKG6 fosforilasyonu ile gerceklestigi bilinmektedir
(Bouhaddou vd. 2020). Enfeksiytz etkenlere bagli konak hiicrede p38 MAPK’nin
aktivasyonu yukari akista apoptoz mekanizmasini tetikler ve enfekte hiicre 6lir (Gréab
ve Rybniker, 2019). Fakat her enfeksiytz etken p38 MAPKyi aktif hale getirmez, bazi
etkenler p38 MAPK’nin direk kendisini ya da yolaklarini inaktive eder. Ornegin
Bacillus anthracis sahip oldugu proteazlar sayesinde standart fosforilasyon yolaginda
bulunan proteinleri parcalayarak p38 MAPK aktivasyonunu bloke ederken (Arthur vd.
2013), Salmonella enterica ise MAP2K seviyesinde inaktivasyona neden olarak p38
MAPKyi bloke eder (Cherla vd. 2018).

2.2.3.2. Sitokinlere Bagh p38 MAPK Aktivasyonu

Proinflamatuvar sitokinler olan Tumér Nekroz Faktori alfa (TNF-a),
interlokin 1 (IL-1) ve IL-6, p38 MAPK ’nin aktivatorleridir. Bu sitokinler, ilgili yizey
reseptorleri araciligiyla MAP3K seviyesinde fosforilasyonu baslatarak p38 MAPK’yi
aktiflestirirler. Proinflamatuvar sitokinlerin asagi akisindaki sinyallerinin g¢ogu
TAK1L1’¢e az bir kismu ise diger MAP3K’ler tzerinden MAP2K lere iletilir (Sabio ve
Davis, 2014). Sitokin araciligi ile aktive olan p38 MAPK hiicrelerde farklilasmay1
module etmektedir. Bu farklilasma sayesinde hiicrelerin yanginin olumsuz etkilerine
kars1 direngli hale geldikleri diisiiniilmektedir (Arthur vd. 2013; Lin vd. 2015).

22



Sitokinler yanginin diizenlenmesinde rol alan molekillerdir. Bu molekiller
etkilerinin bir kismin1 p38 MAPK sinyal yolag tizerinden yaparlar (Hollenbach vd.
2004; Johnson ve Bailey, 2003). Sitokinler ile aktive olmus p38 MAPK’nin yukari
akisinda COX-2, INOS, VCAM-1, GM, CSF, EPO, CSF ve CD-40 gibi yangi ile

iliskili molekullerin ekspresyonu artmaktadir (Zarubin ve Han, 2005).

2.2.3.3. ROT’ne Bagh p38 MAPK Aktivasyonu

p38 MAPK ve JNK, kinaz proteinleri igerisinde “stresle aktive olan kinazlar”
olarak tanimlanir (Canovas ve Nebreda, 2021). Oksidatif stresin p38 MAPKyi hangi
yolaklar tizerinden aktiflestirdigi hakkinda heniiz ¢ok az bilgi vardir. ROT aracili p38
MAPK aktivasyonunda en iyi bilinen yolak MAP3K seviyesinde ASK1’in aracilik
ettigi yolaktir (Sakauchi vd. 2017). ASK1, ROT’ne yanit veren bir kinaz olarak
tanimlanmaktadir (Fujisawa vd. 2007). ASK1, N- ve C- terminal sarmal alanlar1 ile
cevrelenmis molekiiliin orta kisminda bir serin/treonin kinaz alanina sahiptir. Trx,
ASKZ’in baglayici bir proteinidir (Matsuzawa ve Ichijo, 2008). Kisaca Trx, ASK1’in
N-terminal bolgesine dogrudan baglanmasiyla ASK1’in kinaz aktivitesini inhibe eder.
Trx, iki sistein tortusunun Trx’e bagli indirgeme aktivitesi ile iliskili stilfhidril
gruplarini iirettigi bir redoks-aktif bolgeye sahiptir. indirgenmis form, p38 MAPK’nin
inaktif oldugu hiicrelerde ASK1’e baglanirken, hidrojen peroksit gibi reaktif
molekdller, Trx’i oksitlenmis forma doniistiiriir ve Trx’i ASK1’den ayirir (Fujisawa
vd. 2007; Matsuzawa ve Ichijo, 2008). Boylece ASK1 aktive edilir ve ASK1’in kinaz
alan1 igindeki kritik bir treonin tortusunun fosforilasyonunu indiikler. Trx-ASK1
kompleksi, ASK1’in ROT’ye bagl aktivasyonuna yetkin bir sinyal kompleksi olarak
islev gordigiinden “ASK1 sinyalozomu” olarak adlandirilmaktadir (Fujisawa vd.
2007). ROT tarafindan p38a aktivasyonu, hiicresel canliigin diizenlenmesi igin
onemlidir, ancak ROT’ye baghh p38a MAPK aktivasyonun hangi transkripsiyonel
tepkilere yol ac¢tig1 heniiz net degildir (Canovas ve Nebreda, 2021).

Bakir, hiicre icginde serbest radikal iiretimini artirarak oksidatif stres
olusturabilir. Bu durum, hiicrelerde DNA hasar1, protein hasari ve lipit peroksidasyonu

gibi hiicresel hasarlara yol acabilir. Bu siiregte p38 MAPK yolaginda meydana gelen
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reaksiyonlar tam olarak bilinmemektedir. p38 MAPK yolaginin aktive olmasi
hiicrelerin hayatta kalmasi, hasarli proteinlerin onarimi ve hiicre dongiisii kontroliiniin
saglanmasi igin gerekli olabilir (Boilan vd. 2013; He vd. 2020). Ancak, p38 MAPK
yolaklar1 agir1 aktive olursa, apoptoz gibi diger hiicre 6liimii siireclerine de neden

olabilir (Yue ve Lopez, 2020).

Bakar toksisitesi ile iligkili olarak, p38 MAPK yolaklar1 ayn1 zamanda yangisal
yanitlarin diizenlenmesinde de rol oynayabilir. Bakir toksikasyonu, yangiy1 arttirarak
p38 MAPK yolaklarmin aktivasyonuna neden olabilir. Bu durum, hiicrelerde daha
fazla oksidatif stres olugsmasina ve hasarin artmasina yol agabilir (Boilan vd. 2013;
Grubman ve White, 2014; He vd. 2020). Ancak, Cu’in p38 MAPK yolaklari tizerindeki

etkileri tam olarak anlagilamamistir ve daha fazla arastirma gerekmektedir.

2.2.3.4. Biiyiime Faktorlerine Bagh p38 MAPK Aktivasyonu

Biyume faktorleri hiicresel farklilasmay1 uyaran, mitozu tesvik ya da inhibe
eden biyolojik olarak aktif molekullerdir. Blyiime faktorleri, spesifik hiicre yizeyi
reseptorleri Gzerinden hucre i¢i buyime sinyallerini aktiflestirerek hiicresel yaniti
baslatir. Buyume sinyallerinin iletilmesinde protein fosforilasyon basamaklari kilit rol
oynar. Bu sinyallerin iletim surecinde kinaz veya fosfataz aktivitesi olan enzimler
onemlidir (Koganti vd. 2018; Stone vd. 2017).

Blyume faktorleri hiicre tizerindeki etkilerinin bir kismim1 p38 MAPK
tizerinden yapmaktadir. Blylime faktorlerinin hiicre zarinda bulunan reseptorlerine
baglanmas1 sonucunda ilgili reseptor fosforile olur ve MAP3K seviyesinde
aktivasyonu bagslatir (Koul vd. 2013; Liao vd. 2001). Her buytume faktori kendine
0zgl fosforilasyon yolundan p38 MAPK'yi aktive eder. Ornegin TGF-B MAP3K
seviyesinde TAK1 ve ASK1 fosforilasyonunun ardindan MAP2K seviyesinde MKK4
yolagi tizerinden (Koul vd. 2013), FGF MAP3K seviyesinde MLK3, MAP2K
seviyesinde MEK6 yolag: tizerinden (Tan vd. 1996), NGF, MAP3K seviyesinde
TAK1 ve ASK1, MAP2K seviyesinde MKK3 ve MKKG6 uzerinden p38 MAPK’yi
aktive eder (Dai vd. 2020; Takeda ve Ichiijo, 2002). Baz1 biiyiime faktorlerinin hangi
kinaz basamaklarini kullanarak p38 MAPK’yi aktiflestirdigi belirsizdir. Ornegin,
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VEGF ile uyarilan hiicrelerde p38 MAPK aktivasyonu araciligiyla hiicrelerde
apoptozun sekillendigi bilinirken, bunu hangi kinazlar iizerinden yaptig1 heniiz ortaya
konulmamistir (Gomes ve Rockwell, 2008). Benzer olarak HGF’nin p38 MAPK
aktivasyonu aracigi ile hiicrelerde proliferasyon uyariminit hangi MAP3K ve MAP2K

tizerinden yaptig1 bilinmemektedir (Garajova vd. 2015).

2.2.3.5. p38 MAPK Inaktivasyonu

p38 MAPK’nin hiperaktivasyonu genellikle hiicre i¢in zararlidir. p38 MAPK
sinyallerinin aktive olmasi kadar sinyallerin sonlandirilmasi da olduk¢a 6nemlidir ve
sinyal sonlanmasimi saglayan mekanizmalar hiicresel homeostazis igin gereklidir.
Hicrelerde p38 MAPK inkativitesi fosfataz enzimleri tarafindan saglanmaktadir. Bu
enzimler DUSP/MKP ailesinin serin/treonin fosfatazlari, tirozin fosfatazlar1 ve ¢ift
ozgiilliik fosfatazlaridir. Bu enzimler aktif haldeki p38 MAPK’den fosfatlar1 ayirarak
bu molekili etkisiz hale getirirler (Ambrosino vd. 2003; Dickinson vd. 2006; Tomida
vd. 2015; Torchia vd. 2018).

Lee ve arkadagslar1 insan monositinde IL-1 ve TNF-o’y1 inhibe etmek igin
uyguladiklart SB203580 adli kimyasalin ayni zamanda CSBP2 adli bir proteini
(glincel adiyla p38 MAPK) inhibe ettigini bildirmislerdir (Lee vd. 1994). Daha sonra
yapilan ¢alismalarda SB203580’in inhibitor etkisini p38 MAPK’nin ATP baglanma
yuvasina baglanarak gerceklestirdigi tespit edilmistir (Lee vd. 2000). Bu baglanma
p38 MAPK’nin substrat baglanma bdlgesine yakin bir bolgede yer alarak bu kinazin
katalitik aktivitesini engeller. Boylece, p38 MAPK ’nin hedef proteinleri fosforile etme
yetenegi azalir veya ortadan kalkar (Yong vd. 2009). GinlimUzde baska sentetik p38
MAPK inhibitorleri bulunmasina ragmen hala SB203580’in p38 MAPK’yi inhibe
etme kabiliyetinden dolay1 bu inhibitér p38 MAPK’nin fonksiyonlarini ve sinyal
yollarini incelemek igin arastirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Huang vd.

2023; Sase vd. 2023; Yong vd. 2009).
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2.3. Sinir Buylume Faktoru (NGF)

Sinir blytme faktorl, merkezi sinir sistemi ve diger dokular tizerinde hem
blyume hem de yetigkinlik doneminde gii¢lu biyolojik etkileri olan biyoaktif molekdil
smifinda yer alan nérotrofin ailesinin bir Gyesidir (Alastra vd. 2021). Norotrofinler
kisaca hiicre dis1 blylime faktorleri olarak tanimlanabilir. NOrotrofin ailesi NGF,
BDNF, NT3, NT4/5, NT6 ve NT7’den olusur (Kazak ve Yarim, 2014). Norotrofinler
merkezi ve periferik sinir sisteminde néronlarin hayatta kalmasini, farklilagmasini ve
blylmesini desteklemektedir. Norotrofinlerin ayrica 6grenme ve hafiza ile ilgili
gorevleri vardir (Greenberg vd. 2009; Roux ve Barker, 2002; Szegezdi vd. 2008).

NGF norotrofin ailesinin ilk kesfedilen iyesidir. Glnlmuzde NGF tim
norotrofinler arasinda en ayrintili sekilde bilinendir. Bu faktor ilk defa 1950’11 yillarda
Rita Levi-Montalcini ve Hamburger tarafindan tavuk ganglionlarindan ndron
biliylimesini uyaran bir madde olarak tanimlandi (Levi-Montalcini ve Hamburger,
1951). Bu molekiil NGFa, NGFp ve NGFy olarak adlandirilan ti¢ alt birimden olusur
(Wise vd. 2021).

NGF, kromozom 1’de bulunan tek bir genin trintdur. ilk olarak proNGF
olarak sentezlenir. proNGF daha sonra proteazlar tarafindan islenir ve olgun NGF
olusturulur. NGF ve proNGF arasinda belirgin bir yapisal fark vardir. Olgun NGF,
ucuncl bir disulfit kdpristniun bulundugu iki distlfiir kopriisiiniin olusturdugu bir
halka yapisindadir. Bu yapisal fark gorevsel farkliliklarin olmasma neden olur.
proNGF, pasif bir oncii degildir, genellikle olgun NGF formuna zit etkiler iireten bir
faktordur (Trabjerg vd. 2017).

NGF etkisini hiicre yiizeyinde bulunan tirozin kinaz A (TrkA) ve p75NTR
reseptorleri araciligryla gosterir. Her iki reseptor de ayni biyolojik fonksiyonlari yerine
getirebilmesine ragmen NGF’in affinitesi TrkA’ya daha fazla oldugu igin TrkA
NGF’nin ana reseptori olarak kabul edilir (Trabjerg vd. 2017; Wise vd. 2021). NGF
TrkA ile birleserek reseptorde tirozin fosforilasyonu sonucunda hticre ici sinyal
yolaklarindan MAPK, fosfatidil inozitol 3-kinaz (PI3K-Akt) ve fosfolipaz C gama
(PLC-y) aktivasyonu gerceklesir (Kazak ve Yarim, 2014). p38 MAPK aktivasyonu
Ras aktivasyonunu takiben MAP3K seviyesinde TAK1 ve ASK1, MAP2K
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seviyesinde MKK3 ve MKKG6 (izerinden gergeklesir (Dai vd. 2020; Takeda ve Ichiijo,
2002).

Insan ve hayvanlarda NGF’nin hedef hiicre yelpazesi olduk¢a genistir.
NGF’nin primer etkileri her ne kadar noronlar {izerine olsa da organizmada pek ¢ok
hiicre hem NGF sentezler hem de sahip olduklar1t NGF’nin yiiksek ve diisiik affiniteli
reseptorleri sayesinde bu molekiile bir cevap olusturur (Alastra vd. 2021). NGF sinir
sisteminde noéronlar hari¢ astrosit ve mikroglia hiicrelerinde yangi, doku hasar1 ve
sitokine cevap olarak sentezlenir (Péyhténen vd. 2019). Makrofajlar, lenfositler ve
mast hlcrelerinde NGF reseptorleri bulunur. Bu hucreler, NGF’yi sentezler, depolar
ve salgilar, bu da NGF’nin immun yanitlarin diizenlenmesinde rol oynadiginin
gostergesidir (Aardo vd. 2018). Hipofiz, tiroid, testis ve ovaryum gibi endokrin
dokulardan da NGF sentezlenir (Sofroniew vd. 2003). NGF ayrica tiim epitel
hiicrelerinden de sentezlenmektedir (Liu vd. 2021; Tsai vd. 2018).

Son yillarda NGF’nin sinir dokusu haricindeki klinik kullanimi giderek
artmaktadir. Deri, g6z ve ag1iz mukoza hasarlarinda NGF’nin lokal olarak kullanilmasi
iyilesmeyi hizlandirmaktadir (Liu vd. 2021). Bazi tedaviler ise NGF’nin bloke
edilmesi iizerine kurgulanmaktadir. Bunlara en giizel 6rnek ise sirt ve diz agrilarinda
NGF’nin direk kendisinin ya da sentezinin bloke edilerek agrinin azaltilmasidir (Aloe
vd. 2012).

Karaciger hasarinda hepatositlerde NGF’nin  ekspresyonunun arttigi
bilinmektedir. Tsai ve arkadaslar1 tarafindan 2018 yilinda yapilan ¢alismada bu artisin
hepatositler iizerinde koruyucu etkisinin oldugu bildirilmistir (Tsai vd. 2018). Fakat
karaciger hasarinda NGF ekspresyonundaki artisin koruyucu mu yoksa hasari arttirici

mu etkisi oldugu hakkinda yeterli bilgi yoktur.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Balikesir Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim, Bakim,
Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden temin edilen 64 adet ergin erkek BALB/c
farede (agirhiklart 30+5 gr) Balikesir Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun 24.02.2022 tarihli 2022/1-9 sayili kurul karar1 onayi ile ydritildu.
Calismaya baslamadan bir hafta 6nce fareler sicakligin 22°C ve nemin %60-65
arasinda kontrol altinda tutuldugu, 12 saat 151k (08:00-20:00) 12 saat karanlik
devridaiminin uygulandig1 bir odaya alindi. Fareler ad libitum olarak standart fare
yemiyle beslendi ve normal musluk suyu ictiler. Calisma sonlandirilincaya kadar bu

ortam durumu ve besleme sabit tutuldu.

3.1. Deney Gruplan

Fareler her bir grupta 8 adet olarak; Kontrol grubu, NGF grubu, p38MAPK
inhibitér grubu, NGF + p38MAPK inhibit6r grubu, Bakir grubu, Bakir + NGF grubu,

Bakir + p38MAPK inhibitdr grubu ve Bakir + NGF + p38MAPK inhibitér grubu

olmak tizere randomize 8 gruba ayrildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Farelerin gruplara gore kafeslere yerlesimi. a. Kontrol grubu, b. NGF
grubu, c. p38MAPKIi grubu, d. NGF+p38MAPKIi grubu, e. Bakir grubu,
f. Bakir+NGF grubu, g. Bakir+p38MAPKi grubu, h. Bakirt NGF+p38MAPKi grubu.

Her bir grup i¢in yapilan deneysel uygulamalar asagida belirtilmistir:

Kontrol Grubu (Kontrol): Farelere, ii¢ giin boyunca her gin 1 ml serum

fizyolojik intraperitoneal (i.p.) yolla uyguland: (Sekil 3.1.a).

NGF Grubu (NGF): Farelere, i¢c gin boyunca her gin 10 png/kg dozda NGF
(Mouse NGF, Katalog No: 120a.a, MedChem Express) serum fizyolojik icerisinde
hazirlanarak i.p. yolla uygulandi (Sekil 3.1.b).

p38 MAPK Inhibitér Grubu (p38MAPKi): Farelere, (i¢ giin boyunca her
giin 20 mg/kg dozda p38 MAPK inhibitori (SB203580) i.p. yolla uyguland: (Sekil
3.1.c). p38 MAPK inhibitorii SB203580 (Katalog No: A10824, AdooQ Bioscience)
%4 DMSO + %30 PEG 300 + %5 Tween 80 + distile su siispansiyonunda ¢ozdriilerek

hazirlandi.

NGF + p38 MAPK Inhibitor Grubu (NGF+p38MAPKi): Farelere, {i¢ giin
boyunca her giin 10 pg/kg dozda NGF ve 20 mg/kg dozda p38 MAPK inhibitori
(SB203580) i.p. yolla uyguland: (Sekil 3.1.d).

29



Bakir Grubu (Bakar): Bu gruptaki farelere, ti¢ gtin boyunca her gtin 20 mg/kg
CuSOg4 serum fizyolojik igerisinde hazirlanarak i.p. yolla uygulandi (Sekil 3.1.e).

Bakir + NGF Grubu (Bakir+NGF): Farelere, ti¢ giin boyunca her gin 20
mg/kg CuSOa ve 10 pg/kg dozda NGF i.p. yolla uyguland (Sekil 3.1.f).

Bakar + p38 MAPK Inhibitér Grubu (Bakir+p38MAPKi): Farelere, ii¢ giin
boyunca her gin 20 mg/kg CuSOs ve 20 mg/kg dozda p38 MAPK inhibitori
(SB203580) i.p. yolla uyguland: (Sekil 3.1.g).

Bakir + NGF + p38 MAPK Inhibitér Grubu (Bakir+NGF+p38MAPKi):
Farelere, Gi¢ giin boyunca her giin 20 mg/kg CuSOa, 10 pg/kg dozda NGF ve 20 mg/kg
dozda p38 MAPK inhibitort (SB203580) i.p. yolla uygulandi (Sekil 3.1.h).

3.2. Deneyin Sonlandirilmasi ve Numunelerin Toplanmasi

Bu calismanin hayvan deneyi boliimii tiim farelere 3. giin uygulamalari
yapildiktan 24 saat sonra sonlandirildi. Sonlandirma, tum farelerin isoflurane
(Isoflurane USP, ADEKA) ile gaz anestezisine alindiktan sonra giyotinle dekapitasyon
yapilarak gerceklestirdi. Kan numuneleri dekapitasyon islemi sirasinda antikoagiilan
icermeyen tlplere alindi. Alinan kanlar +4°C’de 30 dakika bekletildikten sonra 5000
rpm’de 10 dakika santriflj edilerek serumlar1 elde edildi. Serumlar analizler

yapilincaya kadar -20°C’de sakland.

Calismadaki karaciger dokular1 makroskobik olarak incelendi ve gdzlemlenen
lezyonlar kaydedildikten sonra bir kismi histopatolojik analizler igin %10’luk
tamponlu notral formaldehite alindi, geri kalan karaciger dokular1 molekdler ve

biyokimyasal analizler yapilana kadar -80°C’de sakland.

3.3. Orneklerin Analizleri

3.3.1. Histopatolojik Analiz

Histopatolojik analiz i¢in alinan karaciger dokular1 %10’luk tamponlu nétral

formaldehit sollisyonunda 48 saat tespit edildikten sonra, akan ¢gesme suyunda 16 saat
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yikandi. Yikama sonunda dokular rutin doku takip cihazinda alkol (%50, %70, %80,
%90, %96, %96, %100 ve %100) ve iki istasyon ksilen serilerinden gecirilerek
parafinde bloklandi. Her bloktan 4.5 um kalinliginda kesitler alindi ve Hematoksilen-
Eozin (HE) ile boyanip 151k mikroskobunda (ECLIPSE Ni, Nikon) incelendi.

Her olgunun histopatoloji skoru zonal degisikliklerin bolgelerine gore;
sentrilobuler (periasiner veya 3. bélge), midzonal (sentrilobiler ve periportal alanlar
arasinda veya 2. bolge) veya periportal (sentroasiner veya 1. bolge) olarak Sekil 3.2
ve Tablo 3.1’deki kriterin toplanmasi ile elde edildi. Kesitlerdeki Kupffer hiicre sayis1
her kesitten 200X biiylitmede ¢ekilen 5 farkli sahanin fotograflarinin Qupath
(versiyon, v0.4.3) dijital patoloji resim analiz yazilimiyla otomatik olarak sayilmasiyla

belirlendi.

Hepatosit
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® @
Hepatik lobiliin 3 ®
zonal bolgeleri ® ® o )
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Sekil 3.2. Hepatik lobiliin zonal bolgelerinin sematik goriintiisii
(Mohty vd. 2015)
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Tablo 3.1. Histopatolojik bulgularin degerlendirme Kriterleri

Parametre Skor Kriter

yok

) Sadece 3. bolgede
Dejenerasyon

2. ve 3. bolgelerde

1., 2. ve 3. bolgedelerde

yok

Sadece 3. bolgede
Nekroz

2. ve 3. bolgelerde

1., 2. ve 3. bolgelerde
<30

31-40

41-50

>51

Kupffer Hicresi

W[ N P O Wl N kP O] Wl N | O

3.3.2. Iimmunohistokimyasal Analiz

Bu c¢alismada fare karaciger dokularinda NGF, oksidatif hasar belirteci olarak
INOS ve nitrotirozin, apoptoz tespiti i¢in kaspaz 8 ve kaspaz 3 ile yangisal sitokinleri
belirlemek amaciyla IL-1, IL-6 ve TNF-o’'nin ekspresyonlari immunohistokimyasal

olarak arastirildi.

Immunohistokimyasal analiz icin her parafin bloktan 4.5 um kalinliginda
kesitler adezivli (poly-L-Lysin) lamlara alindi. TUm kesitler etlivde 37°C’de 1 saat
bekletildikten sonra ksilen (3x10 dakika) ve alkol serilerinden (%100, %96, %80 ve
%70) gecirilerek (5’er dakika) deparafinize edildi. Parafinden armndirilan kesitler
Fosfat Soliisyonu (PBS, pH 7.2) ile 5 dakika yikandi. Kesitler, endojen peroksidaz
aktivitesini engellemek igin %0.3’lik H202’de 15 dakika tutulduktan sonra tekrar
PBS’de 5 dakika yikandi. Yikamanin ardindan kesitler dokulardaki antijenleri agiga
¢ikarmak igin sitrat buffer (pH 6.0) soliisyonu icerisinde, 800 W giiclinde mikrodalga
firnda 15 dakika 1s1ya tabi tutuldu. Mikrodalga firmindan ¢ikartilan Kesitler sitrat
buffer icinde 30 dakika oda 1sisinda sogutulduktan sonra PBS’de 5 dakika yikandi.
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Dokulardaki spesifik olmayan boyanmay1 onlemek igin kesitlerin Gzerine blok
solusyonu (Large Volume Ultra V Blok, Katalog No: TA-125-UB, Thermo) damlatilip
30 dakika beklendi. Bu siirenin sonunda doku kesitleri tizerindeki fazla blok sollisyonu
dokdldi, kalan fazla soliisyon kurutma kagidi ile uzaklastirildi. Calismada arastirilan
antikorlar Tablo 3.2’de belirtilen oranlarda PBS ile sulandirilarak kesitlere damlatildi
ve 1 saat boyunca nemli ortamda oda isminda inkiibasyona birakildi. Kesitler
inkibasyonun ardindan 3’er kez 5 dakika PBS ile yikandi. Kurutma kagidi ile fazla
PBS uzaklastirildiktan sonra kesitlere biyotinlenmis kegi serumu (Biotinylated Goat
Anti-Polyvalent, Katalog No: TP-125-BN, Thermo) damlatildi ve 30 dakika
bekletildikten sonra PBS ile 3’er kez 5 dakika yikandi. Tekrar fazla PBS kurutma
kagidiyla uzaklastirildiktan sonra streptavidin-peroksidaz (Streptavidin Peroxidase,
Katalog No: TS-125-HR, Thermo) damlatilip 30 dakika bekletildikten sonra PBS ile
ayni  sekilde yikandi. Yikama isleminden sonra kesitlere DAB (3,3'-
Diaminobenzidine, Katalog No: 8090S, Cell Signaling) kromojen damlatilarak 2
dakika boyunca reaksiyon beklendi. Strenin sonunda kesitler distile suya daldirilarak
reaksiyon sonlandirildi. Zemin boyamasi1 Mayer’in hematoksilen boyasinda 40 saniye
tutulup, ¢esme suyunda yikanarak yapildi. Son olarak sirali alkollerden (%70, %80,
%96, %100 ve %100) gecirilen kesitler cift ksilen istasyonundan sonra entellan

kullanilarak lamelle kapatild.

Tablo 3.2. Iimmunohistokimyasal analizde kullanilan antikorlar ve sulandirma oranlari

Antikor Dilisyonu Katalog No

NGF 1/100 AP1528SP Chemicon International
iNOS 1/500 PA5-16855 Invitrogen

Nitrotirozin 1/500 Ab5411 Millipore

IL-1 1/300 Bs-6319R Bioss

IL-6 1/300 Bs-4539R Bioss

TNF-a 1/400 ab112030 Abcam

Kaspaz 3 1/200 ab13847 Abcam

Kaspaz 8 1/200 ab4052 Abcam

Immunohistokimyasal degerlendirme 151k mikroskobu ve bu mikroskoba

entegre dijital kamera (DS-Ri2, Nikon) ile elde edilen fotograflar iizerinden yapildi.
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Bu islem igin Fiji (versiyon, 2.12.0) dijital patoloji resim analiz programi kullanildi.
Bu program ile fotograflardaki immun pozitif alanlarin diger alanlara orani yiizdesel
olarak hesaplandi. Her vaka ve her antikor i¢in 200X biiyiitmede gekilen 5 farkli resim
kullanildi ve elde edilen yiizdeliklerin ortalamasi o denege ve antikora ait skor olarak
kabul edildi.

3.3.3. Biyokimyasal Analiz

3.3.3.1. Kan Serumlarmin Analizi

Serum Orneklerinden karaciger hasar belirtegleri olan AST, ALT ve GGT

enzim seviyeleri otoanalizatérde (Randox imola, Antrim) 6l¢tldi. Veriler U/L olarak

sunuldu.

3.3.3.2. Glutatyon (GSH) Analizi

GSH, Ellman’in yontemine gore belirlendi (Ellman, 1958). Fare karaciger
dokusu, buz tzerinde homojenize edildi. Homojenat 3000 rpm’de, +4°C’de, 15 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen supernatanta TCA ¢0zeltisi ilave edilip santriftj edildi ve

bu numuneden GSH analizi yapildi. Analizin yapilis1 Tablo 3.3’de agiklandi.

Tablo 3.3. GSH analizinin yapilisi

Numune Kor
% 10’luk homojenat 500 pl
Na2HPO4(0,3 M) 4 mi 4 ml
DTNB 500 pl 500 pl
Distilesu - 500 ul

Hazirlanan  ¢Ozeltilerden 5 dakika sonra olusan rengin siddeti
spektrofotometrede 410 nm’de okundu ve sonuglar glutatyon standart grafiginden

degerlendirilerek hesaplandi ve veriler nmol/gram yas doku (gyd) olarak sunuldu.
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3.3.3.3. Malondialdehit (MDA) Analizi

Lipit peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA, Uchiyama ve Mihara’nin
yontemine gore olguldu (Uchiyama ve Mihara, 1978). Fare karaciger numunesi, 1
dakika siireyle buz iizerinde homojenize edildi. Bu homojenat dogrudan MDA

analizinde kullanildi. Analizin yapilis1 Tablo 3.4’te gosterildi.

Tablo 3.4. MDA analizinin yapilisi.

Numune
Homojenat 250 wl
% 1°lik fosforik asit 1500 pl
% 0,6’lik TBA 1500 pl

Hazirlanan ¢o6zeltiler deney tiiplerine eklendi ve tlpler kaynar suda (en az
95°C’de) 1 saat bekletildi. Tuplere 2 ml n-butanol eklendi ve 5 dakika boyunca
vortekslendi. Daha sonra numuneler 3000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Numuneler
spektrofotometrede 535 nm ve 520 nm’de okundu, MDA konsantrasyonlar1 1,1°,3,3’
tetrametoksipropan ile hazirlanan standarta goére degerlendirildi ve sonuglar

nmol/gram yas doku (gyd) olarak verildi.

3.3.3.4. Toplam Antioksidan Seviyesi (TAS) Analizi

TAS analizi Rel Assay Diagnostic firmasina ait hazir kit (Katalog No:
MS22128A) kullanilarak yapildi. Fare karacigerleri buz Uzerinde homojenize
edildikten sonra tizerlerine 1 ml serum fizyolojik eklenip 1 dakika vortekslendi. Daha

sonra karisim 5000 rpm’de 5 dakika santrifuj edildi ve siipernatant analizde kullanildi.

Ik olarak kuyucuklara 18 pl numuneler konulup tizerlerine 300 pl 1. reaktif

soltisyonu ilave edildikten sonra 30 saniye beklenip 660 nm dalga boyunda ilk 6l¢iim
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(A1) yapildi. Daha sonra bu karisima 45 pl 2. reaktif soliisyonu ilave edildi ve 10
dakika bekleme suresi dolunca 660 nm dalga boyunda ikinci 6l¢iim (A2) yapildi.
Yukaridaki iglemlerin aynisi kit iginden ¢ikan standart ve su igin de uygulandi.
Hesaplamalarda asagidaki formiiller kullanilarak dokudaki TAS miktar1 hesaplandi.

Veriler umol/L olarak sunuldu.

A2 — A1 = AAbs Numune, Su ya da Standart

[AAbs Su] — [AAbs Numune]
[AAbs Su] — [AAbs Standart]

Sonug =

3.3.3.5. Toplam Oksidan Seviyesi (TOS) Analizi

TOS analizi Rel Assay Diagnostic firmasma (Katalog No: MK221460) ait
hazir kit kullanilarak yapildi. Fare karacigerleri buz ilizerinde homojenize edildikten
sonra uzerlerine 1 ml serum fizyolojik eklenip 1 dakika vortekslendi. Daha sonra

karisim 5000 rpm’de 5 dakika santriflj edildi ve siipernatant analizde kullanildi.

Ik olarak numuneler kuyucuklara 45 pl konulduktan sonra Gzerine 300 pl 1.
reaktif solusyonu ilave edildi ve 30 saniye beklenip 530 nm dalga boyunda ilk 6lgiim
(A1) yapildi. Daha sonra bu karisima 15 pl 2. reaktif solusyonu ilave edildi ve 10
dakika bekleme siresi dolunca 530 nm dalga boyunda ikinci 6l¢iim (A2) yapildi.
Yukaridaki islemlerin aynis1 kit i¢inden ¢ikan standart i¢in de uygulandi.
Hesaplamalarda asagidaki formiiller kullanilarak dokudaki TOS miktar1 hesaplandi.

Veriler pmol/L olarak sunuldu.

A2 — A1 = AAbs Numune ya da Standart

[AAbs Numune]
[AAbs Standart]

Sonug =
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3.3.4. p38 MAPK mRNA Ekspresyon Analizi

Bu ¢aligmada fare karaciger dokusunda p38 MAPK ve pg-Aktin mRNA
ekspresyon seviyelerinin tespiti i¢gin RNA saflastirmasi ticari kit (SanPrep Column
MicroRNA Mini-Prep Kit, Katalog No: SK8811, BIO BASIC) kullanilarak asagidaki
protokol takip edilerek yapildi.

Yaklagik 35-40 mg fare karaciger ornekleri tizerine 1 ml mRNA ekstraksiyon
sollisyonu eklendi, 30 saniye boyunca homojenizatér yardimiyla karaciger dokulari
homojenize edildi ve homejenatlar 10 dakika boyunca oda 1sisinda bekletildi. Sire
sonunda homojenatin Uzerine 0.2 ml kloroform eklendi ve 30 saniye boyunca
vortekslenip 12000 x g’de 10 dakika boyunca santrif(j edildi. 540 pl stipernatant RNaz
icermeyen temiz bir tiipe alind1 ve Uzerine 810 ul %100 etil alkol eklendi. Bu
soliisyonun tamami Spin Column TR igerisine aktarilip 12000 x g’de 2 dakika boyunca
santrifj edildi ve altta biriken akis atildi. Daha sonra Spin Column TR Uzerine 0.5 ml
RPE soltsyonu eklenip 12000 x g’de 30 saniye boyunca santrifiij edildi ve altta biriken
akis atildi. Bu islem 2 kez tekrarlandiktan sonra Spin Column TR yeni bir tipe
yerlestirildi, izerine 30 pl RNaz icermeyen su eklenip 2 dakika beklendi. Stire sonunda
tlp 12000 x g’de 30 saniye boyunca santrifiij edildi. Bu islem sonunda izole edilen
RNA’lar komplementer deoksiriboniikleik asit (cDNA) sentezi yapilana kadar -
80°C’de saklandi.

Izole edilen RNA &rneklerinin saflik tayini 260 ve 280 nm UV spektrumda
spektrofotometre cihazinda (NANODROP 1000, Thermo) 6lciildii. Orneklerdeki RNA
miktar1 spektrofotometre cihazinin kendi yazilim programi kullanilarak ng/uL

cinsinden hesaplandi. Elde edilen saf RNA 6rnekleri cDNA sentezinde kullanildi.

3.3.4.1. cDNA Sentezi

Yukarida ifade edilen islemlerden sonra elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi
Rotor-Gene Q 5PLEXHrm gergek zamanli termal dongil cihazi ile cDNA sentez Kiti
(OneScript Plus cDNA Synthesis Kit, Katalog No: G236, abm) kullanilarak
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gerceklestirildi. Her bir numune igin reaksiyon karisimi Tablo 3.5’de verilen

miktarlarda hazirlandi.

Tablo 3.5. cDNA sentez reaksiyon karigimi

Bilesik Miktar
5X RT Buffer 4 ul
dNTP 1pl
Random Primer 1l
Oligo (dT) 1pl
OneScript Plus RTase 1l
Nukleaz icermeyen su 8 ul

Elde edilen total RNA ile reaksiyon karsimi birlestirildikten sonra tipler termal
dongi cihazina yiklendi ve 15 dakika 54°C’de inkiibe edildi. Daha sonra enzim
aktivitesini durdurmak igin 1s1 85°C’ye yiikseltildi ve bu 1sida 5 dakika bekledikten
sonra cCDNA sentez asamasi tamamlanmis oldu. Elde edilen cDNA’lar ger¢ek zamanli
PZT yapilincaya kadar -80°C’de sakland.

3.3.4.2. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Tepkimesi

Bu analiz gergek zamanli termal dongu cihazinda SYBR Green bazli olarak
yapildi. Analizde kullanilan master karisim (Tablo 3.6) bir 6nceki asamada elde edilen
cDNA ve satin alinan SYBR Green Master kitinin (BlasTag 2X gPCR MasterMix,
Katalog No: G891, abm) bilesiminden olusturuldu. Master karisim Tablo 3.7 deki
kosullarda termal dongii cihazinda kosulduktan sonra p38 MAPK’m gen ifadesindeki
degisimler S-Aktin genine oranla belirlendi. p38 MAPK ve S-Aktin primer dizilimleri
Tablo 3.8’de belirtilmistir. Gergek zamanli PZR ile elde edilen gen Grinlerinin Ct
degerleri “Komperatif AACT” yonteminde kullanildi (Livak ve Schmittgen, 2001).
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Tablo 3.6. Gergek zamanli PZR master reaksiyon karigimi

Bilesik Hacim
BlasTag 2X gPCR MasterMiks 10 pl
Ileri Primer 0,5 ul
Geri Primer 0,5 ul
cDNA 1l
Niikleaz icermeyen su 8 ul

Tablo 3.7. Termal dongii ve kosullari

Sicaklik Sire Tekrar sayisi
Enzim Aktivasyonu  95°C 3 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 15 saniye
Uzama 60°C 1 dakika %0

Tablo 3.8. Primer dizilimleri

Genler Primer Diziler

*B-Aktin-F 5’-CTGGCTCCTAGCACCATGA-3’

*B-Aktin-R 5’>-TAGAGCCACCAATCCACACA-3

**p38 MAPK-F 5’-CCGGATCCTGGAAGATGTCGCAGGAGAG-3’
**p38 MAPK-R 5’-CCGGATCCCCAGGTGCTCAGGACACCAT-3’

*(Ozyazgan, 2021) **(Tortarolo vd. 2003)

3.3.5. istatistiksel Analiz

Calismada arastirilan histopatolojik, biyokimyasal ve molekiler yéntemlerden
elde edilen veriler Statistic for the Social Sciences (SPSS for Mac, versiyon 26.0)
yazilimi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi. Calismada elde edilen

parametrelere ait tim verilerin normal dagilim gosterdigi tespit edildi. Bu nedenle
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veriler one — way ANOVA testi ile degerlendirildikten sonra gruplar arasi farklarin
belirlenmesi igin post-hoc Tukey HSD analizi yapildi. Sonuglar, ortalama ve standart
hata (X£SE) olarak verildi. Anlamlilik derecesi olarak p<0.05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Patolojik Bulgular

4.1.1. Makroskobik Bulgular

Bu calismada kullanilan 64 tane farenin karacigeri makroskobik olarak
incelendi. Yapilan incelemede Kontrol, NGF, p38MAPKi ve NGF+p38MAPKi
gruplarindaki farelere ait karacigerlerde herhangi bir lezyona rastlanmadi (Sekil 4.1-
4.4). Bakir grubunda 4, Bakir+NGF grubunda 2, Bakir+p38MAPKi grubunda 3 ve
Bakir+tNGF+p38MAPKIi grubunda 3 farede karaciger dokularinin goreceli olarak ayni
gruptaki diger deneklerin karacigerlerinden daha soluk renkte olduklar1 gézlemlendi.
Ayrica rengi daha soluk olan karacigerlerin diger karacigerlere gore daha kolay
pargalandig tespit edildi (Sekil 4.5-4.8).

Sekil 4.1. Kontrol grubuna ait karacigerlerin normal makroskobik gorintusu.
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Sekil 4.2. NGF grubuna ait karacigerlerin makroskobik goriintiisii. Bu gruptaki
hayvanlarin karacigerleri herhangi bir patolojik bulgu géstermemesi bakimimdan

Kontrol grubundaki deneklerin karacigerleri ile benzerlik gostermektedir.

Sekil 4.3. p38MAPK:i grubuna ait karacigerlerin makroskobik goriintiisii. Bu
gruptaki deneklerede herhangi bir patolojik lezyon g6zlenmemektedir.
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Sekil 4.4. NGF+p38MAPKIi grubuna ait karacigerlerin makroskobik goriintiisii. Bu
gruptaki deneklerin karacigerleri Kontrol, NGF ve p38MAPK gruplarindaki
deneklerin karacigerleri ile benzer olarak herhangi bir patolojik degisiklik

icermemektedir.

Sekil 4.5. Bakir grubuna ait karacigerlerin makroskobik goriintiisii. CE37, CE38 ve
CE40 denek numarali farelere ait karacigerlerin diger karacigerlere gore daha soluk

renkte oldugu dikkati cekmekte.
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Sekil 4.6. Bakir+NGF grubuna ait karacigerlerin makroskobik goriintiisii. CF45 ve
CF48 denek numarali farelerin karacigerlerinin ayni gruptaki diger farelere gore daha

soluk renkte oldugu dikkati ¢ekmekte.

Sekil 4.7. Bakir+p38MAPKI grubuna ait karacigerlerin makroskobik goriintiisii.
CG49 denek numarali farenin karacigerinin daha soluk renkte oldugu dikkati
cekmekte.
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Sekil 4.8. Bakirt NGF+p38MAPKIi grubuna ait karacigerlerin makroskobik

goruntusd.

4.1.2. Histopatolojik Bulgular

Sunulan bu ¢alismada Kontrol, NGF, p38MAPKi ve NGF+p38MAPKIi

gruplarina ait karaciger dokularinin histopatolojik analizlerinde herhangi bir patolojik
bulguya rastlanmadi (Sekil 4.9-4.12).
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Sekil 4.9. Kontrol grubu; karacigerde normal histolojik gorunti. HE

Sekil 4.10. NGF grubu; karacigerde normal histolojik gorintt, herhangi bir

histopatolojik lezyon gézlenmemektedir. HE
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Sekil 4.11. p38MAPKIi grubu; karacigerde normal histolojik goruntd, herhangi bir

histopatolojik lezyon gézlenmemektedir. HE

Sekil 4.12. NGF+p38MAPKI grubu; karacigerde normal histolojik gorintd, herhangi
bir histopatolojik lezyon gdzlenmemektedir. HE
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Bakir grubundaki farelerin karacigerlerinde hepatositlerde hidropik
dejenerasyondan vakuoler dejenerasyon kadar degisen seviyede dejeneratif
degisiklikler ile fokal nekrotik alanlar tespit edildi. Dejenere hicrelerin saglikli
hepatosilere gore daha biyuk, sitoplazmalarinin daha agik renkli boyandig1 ve bazi
hicrelerde degisen boyutlarda olmak iizere vakuollerin bulundugu gézlemlendi. Bu
gruptaki deneklerde dejenerasyonun yani sira bazi hepatositlerin nekroze oldugu
dikkati cekti. Nekroze hcrelerin eozinofilik sitoplazmali ve piknotik cekirdekli
bazilarimin ¢ekirdeklerinin tamamen gozden silindigi tespit edildi. Dejenerasyon ve
nekrozlarin 6zellikle sentrilobiiler bolgedeki hepatositlerde daha belirgin oldugu, bu
lezyonlarin hasarin siddetli oldugu olgularda ise portal alandaki hepatositlere kadar
uzandig1 gorildii (Sekil 4.13 ve 4.14).

Sekil 4.13. Bakir grubu; sentral ven ¢evresi ve midzonal bdlgede hidropik

dejenerasyon (ok), piknotik cekirdekli (ok basi) ve ¢ekirdeklerini yitirmis nekrotik
hepatositler (yildizlar). HE
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Sekil 4.14. Bakir grubu; siddetli hidropik dejenerasyon. Cok sayida eozinofilik
sitoplazmali piknotik ¢ekirdekli hepatositler (oklar). HE

Bakir+NGF grubundaki farelerin karacigerlerindeki dejenerasyonlarin Bakir
grubundaki farelere gore daha az siddetli oldugu goriildii. Bu gruptaki farelerin
karacigerlerinde sentral ven cevresinde hidropik ve vakuoler dejenerasyonlar tim
olgularda sekillenirken (Sekil 4.15) fokal nekrozun ise sadece (i¢ olguda ve sentral ven

cevresinde oldugu dikkati gekti.
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Sekil 4.15. Bakir+NGF grubu; sentral ven gevresindeki hepatositlerde hidropik (ok)

ve vakuoler dejenerasyon (ok basi). HE

Bakir+p38MAPKi grubundaki farelerin histopatolojik muayenesinde hidropik
dejenerasyonun sentral ven gevresinde olustugu, vakuoler dejenerasyonlarin ise portal
alana kadar uzandigi tespit edildi. Olgularin besinde fokal nekroz géruldu (Sekil 4.16).
Ayrica olgulardan Gglnde sintizoidal boslugun genisledigi dikkati ¢ekti (Sekil 4.17).
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Sekil 4.16. Bakir+p38MAPK:i grubu; sentral ven gevresi hidropik dejenerasyon ve
fokal nekroz (ok). HE

Sekil 4.17. Bakir+p38MAPKi grubu; sentral ven ve portal alan arasinda vakuoler
dejenerasyon (oklar) ile sinuzoidal boslugun genislemesi (ok basi). HE
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BakirtNGF+p38MAPKIi grubundaki farelerin karacigerlerinde vena sentralis
cevresinde hidropik dejenerasyon ile siddetli vakuoler dejenerasyon dikkati cekti. Bu
gruptaki deneklerden sadece birinde nekroz tespit edildi (Sekil 4.18).

Sekil 4.18. BakirtNGF+p38MAPKIi grubu; vakuoler dejenerasyon (ok). HE

Sunulan bu ¢aligmaya ait histopatolojik bulgularin gruplara gore skorlari ve

istatistiksel degerlendirilmesi Tablo 4.1 ve Sekil 4.19’de gosterildi.
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Tablo 4.1. Gruplara gore karacigerlerdeki histopatolojik bulgularin skorlamasinin

istatistiksel ortalamalari

Grup X+SE

Kontrol 0.38+0.183?
NGF 0.63+0.263?
p38MAPKi 0.75+0.250?
NGF+p38MAPKIi 0.50+0.189?
Bakir 6.38+0.263"
Bakir+NGF 4.13+0.227°
Bakir+p38MAPKi 5.25+0.250¢

Bakir+NGF+p38MAPKi 5.38+0.183¢

Veriler OrtalamatStandart hata (X+SE) olarak sunuldu ve One-way ANOVA ve post-hoc Tukey HSD
ile karsilastirildi. Ayni siitundaki farkli st simgeler gruplar arasindaki farkin anlamli (p<0.05)
oldugunu gostermektedir.

Histopatoloji
b

Skor

Kontrol NGF p38MAPKi  NGF- Bakir Bakir- Bakir- Bakir-
p38MAPKi NGF  p38MAPKi  NGF-
p38MAPKi
Grup

Sekil 4.19. Histopatolojik bulgularin skorlamasimin grafiksel gosterimi.
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4.1.3. immunohistokimyasal Bulgular

Sunulan bu ¢alismada fare karaciger dokularinda NGF, iNOS, nitrotirozin,
kaspaz 8, kaspaz 3, IL-1, IL-6 ve TNF-a’in ekspresyonlart immunohistokimyasal
olarak arastirildi. Bu antikorlara ait skorlama immun pozitif alanlarin yiizdesi olarak
Fiji yazilmu ile tespit edildi. Antikorlara ait immunohistokimyasal skorlar ve

istatistiksel degerlendirilmesi Tablo 4.2’de gosterildi.
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Tablo 4.2. Gruplara gore karacigerlerdeki immunohistokimyasal skorlamanin istatistiksel ortalamalar

Grup NGF INOS Nitrotirozin Kaspaz 8 Kaspaz 3 IL-1 IL-6 TNF-a
(X+SE) (X+SE) (X+SE) (X+SE) (X+SE) (X+SE) (X+SE) (X+SE)
Kontrol 3.97+0.178  6.02+0.55* 4.06+0.272  4.88+0.32* 4.18+0.45* 7.07+0.51*  4.03+0.40* 3.63+0.20%
NGF 4.64+0.36% 7.32+0.36* 4.71+0.40* 4.41+0.51* 3.85+0.29% 13.66+1.50* 4.44+0.48* 3.70+0.23%
p38MAPKI 4.39+0.41* 7.36+0.36* 5.81+0.778  5.50+0.48% 4.61+0.36° 14.24+1.48% 4.55+0.23% 3.64+0.17%
NGF+p38MAPKI 5.21+0.53* 7.60+£0.50* 6.09+0.44*  5.26+0.46* 5.83+0.73* 15.00+1.62* 6.38+0.41* 4.01+0.53%
Bakir 38.04+1.78° 42.44+2.01° 34.80+2.07° 23.66+1.62° 20.66+1.13°> 53.81+3.75° 45.41+1.57° 66.03+2.08°
Bakir+NGF 20.41+1.81°¢ 18.09+1.98¢ 15.71+0.77° 13.69+1.13° 12.60+0.75° 31.01+1.91°¢ 16.02+0.95° 56.77+1.75°¢
Bakir+p38MAPKi 29.28+1.70¢ 28.80+2.17¢ 23.89+1.79¢ 22.03+1.18° 18.17+1.20° 39.16+1.62° 30.92+2.49¢ 56.69+2.06°
Bakir+NGF+p38MAPKi  36.20+1.79° 35.87+1.50° 44.23+2.33° 26.36+1.55° 22.16+1.67° 49.52+1.78" 38.26+2.87¢ 67.90+3.58°

Veriler immun reaktif alan %’dir ve OrtalamatStandart hata (X+SE) olarak sunuldu ve One-way ANOVA ve post-hoc Tukey HSD ile karsilagtirildi. Ayn1 stitundaki farkl st
simgeler gruplar arasindaki farkin anlamli (p<0.05) oldugunu gostermektedir.
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Dokulardaki NGF ekspresyonu igin yapilan immunohistokimyasal analizin
sonuglart Sekil 4.20°de sunuldu. Kontrol, NGF, p38MAPKi ve NGF+p38MAPKIi
gruplarinda NGF’nin pozitif immunoreaktivitesi az sayida hepatositte (her lobilde
rastgele dagilimli 1-4 adet hiicrede) intrasitoplazmik olarak gorildi. Bakar,
Bakir+p38MAPKi ve Bakir+NGF+p38MAPKi gruplarinda NGF immunoreaktivitesi
sentral ven cevresinden portal alana kadar degisen yogunlukta hepatositlerde
intrasitoplazmik olarak gozlendi. Bakir+NGF grubunda NGF immunoreaktivitesi
diger Cu uygulanan gruplardan daha az olarak sentral ven c¢evresi ile lobil icerisinde
rastgele dagilmis sekilde hepatositlerde intrasitoplazmik olarak tespit edildi (Sekil
4.21). Ayrica NGF pozitif immunoreaktivitesi tim gruplardaki karacigerlerde Kupffer

hiicrelerinin sitoplazmalarinda da gorildu.
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Sekil 4.20. Karaciger dokularinda NGF immunoreaktivitesinin gruplara gére

grafiksel gosterimi

56



AN s > > 263 ( ¢ X > ‘ ‘ - ey TS \ i ':.‘f ‘.' NS ‘ ;"‘ 98 :‘. .
a’ R N 100 pm e R oy ca ot UG
DL % % r - &

b SRR Y5 _."_10bpm"' f QMo ils 6 Y S 400 giim

oS R Ul U

Sekil 4.21. Karaciger dokusunda NGF immunoreaktivitesi; a. Kontrol grubu, b. NGF
grubu, c. p38MAPKI grubu, d. NGF+p38MAPK:I grubu, e. Bakir grubu,

f. Bakir+NGF grubu, g. Bakir+p38MAPKi grubu, h. Bakirt NGF+p38MAPKIi grubu.
Bakir uygulamasi yapilan gruplardaki NGF immunoreaktivitesinin genel olarak
uygulama yapilmayan gruplara oranla daha fazla oldugu ve bu immunoreaktivitenin
vena sentralis ¢evresindeki hepatositlerde daha yogun oldugu g6zlemlenmekte.

Bakir+NGF grubunda diger Cu uygulanan gruplara gére daha az NGF
immunoreaktivitesi dikkati cekmekte.
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Dokulardaki iNOS ekspresyonu igin yapilan immunohistokimyasal analizin
sonuglari Sekil 4.22°de sunuldu. iINOS immunoreaktivitesi Kontrol, NGF, p38MAPKi
ve NGF+p38MAPK:i gruplarinda sentral ven ¢evresindeki az sayida hepatosit ile lobul
icerisinde rastgele dagilmis sekilde hepatositlerin sitoplazmalarinda goriildii. Bakir ve
BakirtNGF+p38MAPKi gruplarinda gicli ve yogun iNOS immunoreaktivitesi
sentral ven ila portal alan arasindaki hepatositlerde intrasitoplazmik olarak tespit
edildi. BakirtNGF ve Bakir+p38MAPKi gruplarinda iNOS immunoreaktivitesi
sentral ven cevresinden portal alana kadar degisen aralikta hepatositlerde
intrasitoplazmik olarak gozlendi (Sekil 4.23). Ayrica tiim gruplardaki karacigerlerde
Kupffer hicreleri ve damar endotellerinde guclii iNOS immunoreaksiyonu tespit
edildi.
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Sekil 4.22. Karaciger dokularinda iNOS immunoreaktivitesinin gruplara gore

grafiksel gosterimi
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Sekil 4.23. Karaciger dokusunda iNOS immunoreaktivitesi; a. Kontrol grubu,
b. NGF grubu, c. p38MAPK:I grubu, d. NGF+p38MAPK:I grubu, e. Bakir grubu,

f. Bakir+NGF grubu, g. Bakir+p38MAPKi grubu, h. Bakirt NGF+p38MAPKIi grubu.
Bakir uygulamasi yapilan gruplardaki iINOS immunoreaktivitesinin genel olarak
uygulama yapilmayan gruplara oranla daha fazla oldugu ve bu immunoreaktivitenin
vena sentralis ¢evresindeki hepatositlerde daha yogun oldugu gézlemlenmekte.
Bakir+NGF grubunda diger Cu uygulanan gruplara gore daha az iNOS
immunoreaktivitesi dikkati cekmekte.
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Dokulardaki nitrotirozin ekspresyonu igin yapilan immunohistokimyasal
analizin sonuglar1 Sekil 4.24’de sunuldu. Kontrol, NGF, p38MAPKi ve
NGF+p38MAPKi gruplarinda nitrotirozin immunoreaktivitesi az sayida hepatositte
sitoplazmik olarak gozlendi. Bakir ve BakirtNGF+p38MAPKi gruplarinda sentral
ven ila portal alan arasindaki hepatositlerde intrasitoplazmik olarak nitrotirozin gucli
pozitif immunoreaktivitesi gorildi. Nitrotirozin immunoreaktivitesi Bakir+NGF ve
Bakir+p38MAPKi gruplarinda diger Cu uygulanan gruplara gore daha az siddetli
olarak sentral ven cevresinde gorildi (Sekil 4.25f ve g). Ayrica tim gruplardaki
karacigerlerde Kupffer hucreleri ve damar endotellerinde glcli nitrotirozin

immunoreaksiyonu tespit edildi.
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Sekil 4.24. Karaciger dokularinda nitrotirozin immunoreaktivitesinin gruplara gore

grafiksel gosterimi

60



v L) .'° - & ‘ s - ; oy
-~ . . . *e .-."
» . . a
N % B 2N > >
y EIars : o %
. Jen [ Y % . .
; . p . .
. - A LR
< * - -~ - ¥ -
o - . o A & o
: Se . i — - .
o ‘ b $ o "
b . b $ ; N F AN, :
Y5 . LN A % ) : 3 ’
N ’ . " ¢ L S i
s - é o 3 y
a \ ‘e t : o
o 100 pm - 400 pm
S —— &
&S $ . :
b & _r ‘,, ). RS TREROR b § A -
AN 5. : o) 4 &R . < «
o . . -0 5 P )
A 2 4 ”" - “ S S .
ey : v ', 6 2 o v = o Fa < %
& 5 . * P . -
a : as < : . i e f ST
- B ¢ ot %, > .ol 7 4 v
g/ 3 oW . L SR -
o i LI §e LI 4 q“t*t > :
° S LT ¥ LI . .
5 ° - e v vy - . .
ha P % o ‘el o
N Seade G T
S, el IR S \ N o gy WIS o
\ . . e AL
» . 8 . L " ¥ :
- . P 100 pm Y . 100 pm
e ® ——— : v P
- 2 ) p v ' .
% % R , A
“' DO AP S $¥ ' .
e . A J «
v N ’ . f ;
- : n
> - e “,a.ﬁﬁ A .
¥ i). { ,.’i %‘5.‘ ¥ ;
; o . LR T ; :
s 2 <
& - w : 5 o o & .‘\ﬁ %
-“: f 3 8 aby %
9, 8- : .
- . 4 - WaG U s '
L 3 L 7 <
' 3
. c ' J v Y .
L&) 'a ‘i{' .
C « 100 pm T ’ 100 pm
ety g% s Fadll
4 ..
4 ° ’ . ‘ -
> ™ s F ¥ oo 5 e
3 - o % e 0o ; s .
.u [ ,VO ~ 2
: o 3 ‘e
3 O o S
0 - - - . . 2L & v
- = R e .
© & G ns % "
) . ‘ o LW SANNE W R L e 7 >
A po0 d, e 9 <) f s . o ave. s R A o, :
ol : (3 gty ; 1 » [P0 ks, ey ISR e §
LN gt S . ’ f LA\ R )
y o - | B R e ] L . ' ; 5
. $d 4 ® g & ISR = Vi) A I S 4 ’ . »
e - ’ a 6\ 2y s . &2 ® o » o X ¢ Y . . .
SN Ve VI ey L O MY 7 St SRR B S T )
IR AR Sl 2 s RS N 400 pin 4 o) % 100 pm -

Sekil 4.25. Karaciger dokusunda Nitrotirozin immunoreaktivitesi; a. Kontrol grubu,
b. NGF grubu, c. p38MAPK:I grubu, d. NGF+p38MAPK:I grubu, e. Bakir grubu,

f. Bakir+NGF grubu, g. Bakir+p38MAPKi grubu, h. Bakirt NGF+p38MAPKIi grubu.
Bakir uygulamasi yapilan gruplardaki nitrotirozin immunoreaktivitesinin genel
olarak uygulama yapilmayan gruplara oranla daha fazla oldugu ve bu
immunoreaktivitenin vena sentralis ¢cevresindeki hepatositlerde daha yogun oldugu
gozlemlenmekte. Bakir+tNGF grubunda diger Cu uygulanan gruplara gére daha az
nitrotirozin immunoreaktivitesi dikkati cekmekte.
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Dokulardaki kaspaz 8 ekspresyonu i¢in yapilan immunohistokimyasal analizin
sonuglar1 Sekil 4.26’da sunuldu. Kaspaz 8 immunoreaktivitesi Kontrol, NGF,
p38MAPKi ve NGF+p38MAPKIi gruplarinda lobdl icerisine rastgele dagilmis tek tik
hepatositte  sitoplazmik  olarak  goriildii. Bakir, Bakir+p38MAPKi ve
Bakir+tNGF+p38MAPKi gruplarinda kaspaz 8 immunoreaksiyonu sentral venden
portal alana dogru zayiflayan derecede hepatositlerde sitoplazmik olarak tespit edildi.
Bakir+NGF grubunda sentral ven gevresindeki hepatositler ile sinirli olan sitoplazmik

immunoreaksiyon gozlendi (Sekil 4.27).
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Sekil 4.26. Karaciger dokularinda kaspaz 8 immunoreaktivitesinin gruplara gore
grafiksel gosterimi
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Sekil 4.27. Karaciger dokusunda kaspaz 8 immunoreaktivitesi; a. Kontrol grubu,
b. NGF grubu, c. p38MAPK:I grubu, d. NGF+p38MAPK:I grubu, e. Bakir grubu,

f. Bakir+NGF grubu, g. Bakir+p38MAPKi grubu, h. Bakirt NGF+p38MAPKIi grubu.
Bakir uygulamasi yapilan gruplardaki kaspaz 8 immunoreaktivitesinin genel olarak
uygulama yapilmayan gruplara oranla daha fazla oldugu ve bu immunoreaktivitenin

vena sentralis ¢evresindeki hepatositlerde daha yogun oldugu gézlemlenmekte.
Bakir+NGF grubunda diger Cu uygulanan gruplara gore daha az kaspaz 8
immunoreaktivitesi dikkati cekmekte.
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Dokulardaki kaspaz 3 ekspresyonu i¢in yapilan immunohistokimyasal analizin
sonuglar1 Sekil 4.28’de sunuldu. Kontrol, NGF, p38MAPKi ve NGF+p38MAPKi
gruplarinda kaspaz 3 immunoreaktivitesi lobil icerisinde bireysel 1-2 hepatositte
sitoplazmik olarak gozlendi. Bakir, Bakir+p38MAPKi ve Bakir+tNGF+p38MAPKi
gruplarinda kaspaz 3 immunoreaksiyonu oOzellikle sentral ven cevresindeki
hepatositlerde gicl, lobiiliin diger alanlarindaki hepatositlerde ise rastgele dagilmis
zayif siddete tespit edildi. Bakir+NGF grubunda kaspaz 3 immunoreaksiyonu sadece

sentral ven ¢evresindeki hepatositlerde sitoplazmik olarak gdzlendi (Sekil 4.29).
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Sekil 4.28. Karaciger dokularinda kaspaz 3 immunoreaktivitesinin gruplara gore

grafiksel gosterimi
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Sekil 4.29. Karaciger dokusunda kaspaz 3 immunoreaktivitesi; a. Kontrol grubu,
b. NGF grubu, c. p38MAPK:I grubu, d. NGF+p38MAPK:I grubu, e. Bakir grubu,

f. Bakir+NGF grubu, g. Bakir+p38MAPKi grubu, h. Bakirt NGF+p38MAPKIi grubu.
Bakir uygulamasi yapilan gruplardaki kaspaz 3 immunoreaktivitesinin genel olarak
uygulama yapilmayan gruplara oranla daha fazla oldugu ve bu immunoreaktivitenin

vena sentralis ¢evresindeki hepatositlerde daha yogun oldugu gézlemlenmekte.
Bakir+NGF grubunda diger Cu uygulanan gruplara gore daha az kaspaz 3
immunoreaktivitesi dikkati cekmekte.
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Dokulardaki IL-1 ekspresyonu icin yapilan immunohistokimyasal analizin
sonuglar1 Sekil 4.30°da sunuldu. Kontrol grubunda IL-1 immunoreaktivitesi sadece
sentral vena cevresindeki hepatositlerde sitoplazmik olarak zayif siddette gorildu.
NGF, p38MAPKi ve NGF+p38MAPKIi gruplarinda IL-1 immunoreaktivitesi sentral
vena cevresindeki hepatositlerde orta siddete iken portal alana dogru giderek azalan
siddette oldugu tespit edildi. Bakir, Bakir+p38MAPKi ve Bakir+NGF+p38MAPKi
gruplarinda IL-1 immunoreaksiyonu lobiiliin tamaminda yogun sekilde ozellikle
sentral ven gevresinden portal alana gligliiden zayifa azalan siddette tim hepatositlerde
sitoplazmik olarak go6zlemlendi. Bakir+NGF grubunda IL-1 immunoreaksiyonu
sadece sentral ven cevresindeki hepatositlerde orta siddetteyken reaksiyon
yogunlugunun portal alana dogru azaldigi gozlendi (Sekil 4.31). Ayrica tim
gruplardaki karacigerlerde Kupffer hiicrelerinde gii¢lii IL-1 immunoreaksiyonu tespit
edildi.
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Sekil 4.30. Karaciger dokularinda IL-1 immunoreaktivitesinin gruplara gore

grafiksel gosterimi
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Sekil 4.31. Karaciger dokusunda IL-1 immunoreaktivitesi; a. Kontrol grubu, b. NGF
grubu, ¢. pP38MAPKIi grubu, d. NGF+p38MAPKIi grubu, e. Bakir grubu,

f. Bakir+tNGF grubu, g. Bakir+p38MAPKIi grubu, h. Bakirt NGF+p38MAPKIi grubu.
Bakir uygulamasi yapilan gruplardaki IL-1 immunoreaktivitesinin genel olarak
uygulama yapilmayan gruplara oranla daha fazla oldugu ve bu immunoreaktivitenin
vena sentralis gevresindeki hepatositlerde daha yogun oldugu gézlemlenmekte.
Bakir+NGF grubunda diger Cu uygulanan gruplara gére daha az IL-1
immunoreaktivitesi dikkati cekmekte.
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Dokulardaki IL-6 ekspresyonu igin yapilan immunohistokimyasal analizin
sonuglar1 Sekil 4.32°de sunuldu. IL-6 immunoreaktivitesi Kontrol, NGF, p38MAPKi
ve NGF+p38MAPKi gruplarinda lobil icerisinde rastgele dagilmis sekilde az sayida
hepatosit sitoplazmalarinda pozitif olarak goriildii. Bakir, Bakir+p38MAPKi ve
BakirtNGF+p38MAPKi gruplarinda giiglii IL-6 immunoreaktivitesi sentral ven
cevresindeki hepatositlerde sitoplazmik olarak yogun ve siddetli olarak tespit edildi.
Bakir+NGF grubunda IL-6 immunoreaktivitesi sentral ven ¢evresindeki hepatositlerde
intrasitoplazmik olarak gozlendi (Sekil 4.33). Ayrica tiim gruplardaki karacigerlerde

Kupffer hiicrelerinde giclu IL-6 immunoreaksiyonu tespit edildi.
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Sekil 4.32. Karaciger dokularinda IL-6 immunoreaktivitesinin gruplara gore

grafiksel gosterimi
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Sekil 4.33. Karaciger dokusunda IL-6 immunoreaktivitesi; a. Kontrol grubu, b. NGF
grubu, c. p38MAPK:I grubu, d. NGF+p38MAPK:I grubu, e. Bakir grubu,
f. Bakir+NGF grubu, g. Bakir+p38MAPKi grubu, h. Bakirt NGF+p38MAPKi
grubu.Bakir uygulamasi yapilan gruplardaki IL-6 immunoreaktivitesinin genel olarak
uygulama yapilmayan gruplara oranla daha fazla oldugu ve bu immunoreaktivitenin
vena sentralis ¢evresindeki hepatositlerde daha yogun oldugu gézlemlenmekte.
Bakir+NGF grubunda diger Cu uygulanan gruplara gére daha az I1L-6
immunoreaktivitesi dikkati cekmekte.
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Dokulardaki TNF-a ekspresyonu icin yapilan immunohistokimyasal analizin
sonuglart Sekil 4.34’de sunuldu. Kontrol, NGF, p38MAPKi ve NGF+p38MAPKIi
gruplarindaki TNF-o. immunoreaktivitesi sentral ven cevresindeki hepatositlerde
sitoplazmik olarak hafif siddette gézlendi. Bakir, Bakir+NGF, Bakir+p38MAPKi ve
BakirtNGF+p38MAPKi gruplarinda giicli TNF-o. immunoreaktivitesi sentral ven
cevresindeki hepatositlerde sitoplazmik olarak yogun ve siddetli olarak tespit edildi.
Bu gruplarda portal alana yakin hepatositlerde TNF-a immunoreaksiyonu gorilmedi
(Sekil 4.35). Ayrica tiim gruplardaki karacigerlerde Kupffer hiicrelerinde gii¢lii TNF-

a immunoreaksiyonu tespit edildi.
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Sekil 4.34. Karaciger dokularinda TNF-o immunoreaktivitesinin gruplara gore

grafiksel gosterimi
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Sekil 4.35. Karaciger dokusunda TNF-a immunoreaktivitesi; a. Kontrol grubu, b.
NGF grubu, c. p38MAPK:I grubu, d. NGF+p38MAPK:I grubu, e. Bakir grubu,

f. Bakir+tNGF grubu, g. Bakir+p38MAPKIi grubu, h. Bakirt NGF+p38MAPKIi grubu.
Bakir uygulamasi yapilan gruplardaki TNF-o immunoreaktivitesinin genel olarak
uygulama yapilmayan gruplara oranla daha fazla oldugu ve bu immunoreaktivitenin
vena sentralis gevresindeki hepatositlerde daha yogun oldugu gézlemlenmekte.
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4.1.4. p38 MAPK mRNA Ekspresyon Bulgular:

Gergek zamanli termal dongu cihazinda p38 MAPK ve S-Aktin genleri kosuldu
(Sekil 4.36) ve p38 MAPK’in ekspresyonundaki degisimler f-Aktin genine oranla
“Komperatif AACT” yontemi kullanilarak hesaplandi. Gruplara gore karaciger p38
MAPK mRNA seviyelerinin oranlar1 Tablo 4.3 ve Sekil 4.37’de gosterildi.
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Sekil 4.36. mRNA’lardan elde edilen cDNA’larinda p38 MAPK ve -Aktin

genlerinin ¢ogalma egrisi.
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Tablo 4.3. Gruplara gore karacigerlerdeki p38 MAPK mRNA seviyelerinin orani.

Grup X+SE
Kontrol 0.47+0.082
NGF 1.31+0.09°
p38MAPKi 0.41+0.06°
NGF+p38MAPKI 1.09+0.08°
Bakir 1.45+0.15%°
Bakir+NGF 1.83+0.14¢
Bakir+p38MAPKi 1.39+0.07%°

Bakir+NGF+p38MAPKi  1.48+0.11"

Veriler OrtalamatStandart hata (X+SE) olarak sunuldu ve One-way ANOVA ve post-hoc Tukey HSD
ile karsilastirildi. Aymi stitundaki farkli {ist simgeler gruplar arasindaki farkin anlamli (p<0.05)

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.37. Gruplara gore p38 MAPK mRNA ekspresyon diizeylerinin grafiksel

gosterimi.
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4.1.5. Biyokimyasal Bulgular

Bu calismada farelerin kan serumlarinda ALT, AST ve GGT, karaciger
dokularinda TOS ve TAS ile GSH ve MDA parametreleri biyokimyasal yontemler
kullanilarak arastirildi. Parametrelere ait elde edilen veriler Tablo 4.4’de ve bu

verilerin gruplara gore grafiksel gosterimi Sekil 4.38 — 4.44°de sunuldu.
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Tablo 4.4. Gruplara gore biyokimyasal analiz sonuglar ve istatistiksel degerleri.

ALT AST GGT TOS TAS GSH MDA
Grup (U/L) (U/L) (U/L) umol/L pumol/L nmol/gr nmol/gr

X+SE X+SE X+SE X+SE X+SE X+SE X+SE
Kontrol 23.00£1.332 105.13£3.96  1.57+0.21 37.79+0.81* 10.97+0.24®  2774.04+257.42%  80.09+3.772
NGF 25.13+1.312 91.62+4.292 3.30+0.71  36.90+0.14* 10.20+0.50*  2823.94+267.04%  80.04+5.702
P38MAPKIi 23.13+0.812 95.00+6.69? 2.93+0.74 37.31+1.76% 11.41+0.37%  3130.71+138.09% 83.81+3.3?
NGF+p38MAPKIi 26.38+1.192 86.88+6.542 2.70+0.65 36.24+0.78% 9.48+0.522 2978.40+55.052 85.33£3.442
Bakir 147.87+12.44°> 574.63+37.67° 4.15+0.95 51.10+0.64° 6.30£0.30° 1324.17+87.24° 158.87+11.94°
Bakir+NGF 32.75+2.25% 311.50+40.19° 3.18+0.80 36.55+0.92% 10.72+0.45%  2197.32+218.84%*  106.06+3.46%
Bakir+p38MAPKi 97.88+8.87¢ 434.00£46.349 4.47+0.92 39.84+0.55% 4.40+0.62° 1147.54+46.85° 103.92+7.62%
BakirtNGF+p38MAPKi 117.87+6.58° 466.13+27.75> 4.75+1.10 43.43+0.62 8.01+0.37° 1646.63+120.22  126.26+10.62°

Veriler OrtalamazStandart hata (X+SE) olarak sunuldu ve One-way ANOVA ve post-hoc Tukey HSD ile karsilastirildi. Ayni siitundaki farkl st

simgeler gruplar arasindaki farkin ilgili parametre (ALT, AST, TOS, TAS, GSH ve MDA) i¢in anlaml1 (p<0.05) oldugunu géstermektedir.
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Sekil 4.38. Kan serum ALT seviyelerinin gruplara gore grafiksel gosterimi.
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Sekil 4.39. Kan serum AST seviyelerinin gruplara gore grafiksel gosterimi.
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Sekil 4.40. Kan serum GGT seviyelerinin gruplara gore grafiksel gosterimi.
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MDA
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Sekil 4.41. Karaciger dokularinda MDA seviyelerinin gruplara gore grafiksel
gosterimi.
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Sekil 4.42. Karaciger dokularinda GSH seviyelerinin gruplara gore grafiksel

gosterimi.
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Sekil 4.43. Karaciger dokularinda TOS seviyelerinin gruplara gore grafiksel

gosterimi.
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Sekil 4.44. Karaciger dokularinda TAS seviyelerinin gruplara gore grafiksel

gosterimi.
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5. TARTISMA

Temel bir mikro besin olan Cu, mitokondriyal solunum, antioksidan savunma
ve protein sentezi gibi birgok biyolojik stirecte 6nemli katalitik kofaktor olarak islev
gbren hayati bir elementtir (Chen vd. 2022; Gaetke vd. 2014). Ayrica Cu,
organizmanin canliligmi surdlrebilmesi igin anjiyogenez, hipoksiye yanit Ve
ndromodulasyon gibi hayati fonkisyonlarin diizenlenmesinde rol alir (Scheiber vd.
2013). Bakir, canli organizmalar tarafindan metabolik siireglerle olusturulamadigi igin

besinler araciligiyla alinmasi gereken bir iz elementtir (Shanbhag vd. 2021).

Memelilerde Cu diyetle alinir ve bagirsak epitel hicrelerinden CTR1
tarafindan hicre igine alindiktan sonra portal dolasim yoluyla karacigere gelir.
Karaciger viicuttaki ana Cu deposudur ve Cu’in kan dolasimi yoluyla periferik
organlara dagitilmasini veya safra yoluyla viicuttan atilmasini kontrol eder (Gaetke vd.
2014; Li, 2020). Portal yoldan albumin ve transkupreine bagli olarak karacigere gelen
Cu, hepatosit hiicre duvarinda bulunan CTR1 tarafindan hiicre i¢ine alinir. Hiicre i¢ine
giren Cu, CCS tarafindan SOD1 sentez yolagina, COX17 tarafindan enerji Uretimi igin
mitokondriyal membrana ve Atox1 tarafindan Cu ile iligkili enzimlerin sentezi i¢in
endoplazmik retikuluma tagmnir (Shanbhag vd. 2021). Hepatosit sitoplazmasinda Cu
vezikdllerin igerisinde depolanir ve organizmada diger dokularin ihtiyact oldugunda
ATPT7A tarafindan dolasima verilerek ilgili dokunun Cu ihtiyaci1 karsilanir. Hiicre
icindeki Cu depolanamayacak kadar ¢ok oldugunda ATP7B tarafindan safra yoluyla
organizmadan uzaklastirilir (Li, 2020). Bakir bu yolaklar sayesinde hiicre igerisinde
belirli bir seviyede tutulur. Hiicre icerisindeki serbest Cu miktarinin artmasi1 oksidatif
strese bagli sitotoksisiteye neden olur (Chen vd. 2022). Sitoplazmada serbest halde
bulunan Cu redoks dongiisii sirasinda agiga cikan siiperoksit ya da sitoplazmada
bulunan GSH gibi indirgeyici molekillerin varliginda Haber—Weiss reaksiyonu
yoluyla hidrojen peroksitten hidroksil radikallerinin olusumunu katalizler (Gaetke ve
Chow, 2003; Kadiiska ve Mason, 2002). Hidroksil radikali, biyolojik sistemlerde

ortaya ¢ikmasi muhtemel en gii¢lii oksitleyici radikaldir. Bu radikal hicre
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membranlarinda lipit peroksidasyonuna, DNA’nin yapisinda bulunan bazlara
baglanarak DNA zincirinin kirilmasina ve proteinlerdeki karbona baglanarak

proteinlerin modifikasyonuna neden olur (Nieves-Cordones vd. 2019).

Oksidatif strese ugrayan hiicrelerde hiicre igi sinyal yolaklarindan MAPK’ler
aktif hale gelir. MAPK ailesinin tyelerinden p38 MAPK ve JNK oksidatif stresle
aktive olurlar. p38 MAPK aktivasyonu hasarli protein, membran ve DNA’nin
onarimini saglayarak hiicrelerin hayatta kalmasina yardimet olur (Boilan vd. 2013; He
vd. 2020). Ancak, p38 MAPK’nin aktive olmasi her zaman hicrenin kaderi icin
olumlu sonuglanmayabilir, baz1 durumlarda proapoptotik molekillerin ekspresyonunu
arttirarak hiicrenin programli bir sekilde 6lmesine neden olabilir (Yue ve Lopez,
2020). p38 MAPK oksidatif stresin diginda blylime faktorleri ve sitokinler tarafindan
da aktiflestirilir (Son vd. 2013; Zarubin ve Han, 2005). Buyume faktorlerinden NGF,
MAP3K seviyesinde TAK1 ve ASK1, MAP2K seviyesinde MKK3 ve MKKG6 yolagi
tizerinden p38 MAPK’yi aktive eder (Dai vd. 2020; Takeda ve Ichiijo, 2002).
Karaciger doku hasarinda hepatositlerde NGF ekspresyonunun arttigi bildirilmistir
(Tsai vd. 2014; Tsai vd. 2018). Hepatositlerde NGF eksprese edilmesinin p38 MAPK

Uzerinden hasart arttirict m1 yoksa azaltict mi etKisinin oldugu bilinmemektedir.

Bu ¢aligmada farelerde deneysel olarak olusturulan Cu toksikasyonunda p38
MAPK inhibitorii (SB203580) kullanilarak NGF’nin p38 MAPK yolag: iizerinden
hasar1 arttirict  m1  yoksa azaltict mm  etkisinin  oldugu histopatolojik,

immunohistokimyasal, biyokimyasal ve molekdler yontemler kullanilarak arastirildi.

Bakir uygulamasina bagli olarak hepatositlerde meydana gelen sitotoksisitenin
tespiti i¢in kan serumlarinda ALT, AST ve GGT biyokimyasal belirtecleri arastirildi.
Bakir grubuna ait ALT ve AST seviyelerinin Kontrol, NGF, p38MAPKi ve
NGF+p38MAPKIi gruplarina gore istatistiksel olarak (p<0.05) yiiksek oldugu tespit
edildi. Karaciger enzimlerinden ALT ve AST, akut hepatoselliiler hasarin siddetinin,
prognozunun ve tedaviye cevabin degerlendirilmesinde kullanilan en Onemli
belirteclerdendir. Hepatositlerde membran gecirgenligi arttiginda ya da nekroz
sekillendiginde sitoplazmada bulunan bu enzimler hiicre disina gegis yaparlar ve

kandaki miktarlar1 artar (Kantar, 2017).
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Calismamizda serum ALT ve AST oranlar1 sadece bakir verilen deneklerde
Kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksekti. Bu bulgu farelerde (Liu vd. 2020a;
Tian vd. 2015) ve siganlarda (Kumar vd. 2016) yapilan Cu karaciger hasar
modellerindeki degisimler ile uyumluydu. Mevcut calismanin ALT ve AST
bulgularimin benzer karaciger hasar modeli kullanilan ¢aligmalarla uyumlu olmasi
sunulan bu caligmada karaciger hasarinin CuSOs kullanilarak basarili bir sekilde
olusturuldugunu gostermektedir. Bu ¢alismada, Bakir+NGF grubuna ait ALT ve AST
oranlar1 Bakir grubuna gore 6nemli oranda (p<0.05) diisiik oldugu gézlendi. Bu durum
Cu’m hepatositler iizerine olan olumsuz etkilerinin NGF tarafindan basarili bir sekilde
azaltildigin1 gostermektedir. Mevcut ¢alismada Bakir+p38MAPKI grubuna ait ALT
ve AST seviyelerinin Bakir grubuna gore 6nemli oranda (p<0.05) diisiik oldugu tespit
edildi. Deneysel olarak SB203580 ile p38 MAPK ’nin inhibe edildigi karaciger hasar1
ve kanama modellerinde kan serum ALT ve AST seviyelerinin diistiigii bildirilmistir
(Chen vd. 2005; Zhao vd. 2011; Yu vd. 2013). Bu inhibitoriin kullanimi mevcut
caligmada da ALT ve AST biyobelirte¢ seviyelerinde anlamli diisiise neden olmustur.
Bu durum p38 MAPK inhibisyonunun Cu’in neden oldugu hepatotoksisiteye karsi
koruyucu oldugunu distndurmektedir. Mevcut c¢alismada ALT  seviyesi
incelendiginde bakir ile birlikte NGF verildiginde bu enzimin diizeyinin Kontrol grubu
ile ayn1 seviyeye distiigii dikkati ¢ekti. ALT enziminin kaynagiin temel olarak
karaciger oldugu dikkate alindiginda eksojen olarak NGF uygulamasinin Cu’in
hepatositler lizerine olan olumsuz etkilerine karsi koruyucu etki gosterdigi tespit
edildi. Ancak AST seviyesinin Bakir+NGF grubunda her ne kadar Bakir grubuna
oranla seviyesi diismiis olsada Kontrol grubu seviyesine indirmedigi belirlendi. Bu
durumun AST enziminin karaciger haricinde bobrek, kalp ve beyin gibi dokulardan da
kaynaklanabilmesine baglanabilir. Bakirt NGF+p38MAPKi grubuna ait ALT ve AST
seviyelerinin ise BakirtNGF grubuna gore anlamli (p<0.05) oranda yiksek oldugu
gorildu. Sonug olarak, NGF’nin farelerde Cu’in karaciger serum biyokimyasal
belirtecleri Gizerine olan olumsuz etkilerini p38 MAPK sinyal yolagi iizerinden basarili

bir sekilde azalttig1 bu ¢alisma ile ortaya konuldu.

Sunulan bu ¢alismada, GGT seviyesinin gruplar arasinda istatistiksel olarak
farklilik gostermedigi (p>0,05) tespit edildi. Karaciger dokusunda portal alana yakin
hepatositlerin ve safra kanallarinin etkilendigi durumlarda kan serum GGT seviyesinin
arttig1 bildirilmektedir (Desmen, 1995; Haijer vd. 2023). Mevcut ¢alismada hasar
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olusturmak i¢in kullamilan Cu’mn, Ozellikle vena sentralis ve cevresindeki
hepatositlerde dejenerasyon ve nekrozlara neden oldugu tespit edildi. Bu nedenle
gruplar arasindaki GGT seviyeleri arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli
olmamast bu enzimin karacigerdeki lokalizasyonuyla iliskili oldugu seklinde

yorumlandi.

Bakir  toksikasyonunun  temel  mekanizmasi  hiicre  igerisindeki
biyomolekiillerin yapisint veya islevini degistiren oksidatif stres hasar1 ile
iliskilendirilmektedir (Gaetke vd. 2014). Oksidatif stres hicre ve organel
membranlarinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden
olmaktadir. Bu durum lipit peroksidasyonu olarak adlandirilir (Gaschler ve Stockwell,
2017). Lipit peroksidasyonunun son Urini MDA’dir. Bu o6zelliginden dolay1
dokulardaki oksidatif stres kaynakli doku hasarmin belirlenmesi i¢in arastirmalarda
MDA seviyesi siklikla kullanilmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 2015; Ozcelik vd.
2003). Sigan ve farelerde yapilan birgok aragtirmada Cu uygulanan gruplardaki MDA
seviyesinin kontrol grubuna oranla daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (Kumar vd.
2016; Ohhira vd. 1995; Ozcelik vd. 2003; Tatum vd. 2000). Mevcut ¢alismada Bakir
grubundaki MDA oraninin Kontrol, NGF, p38MAPKi ve NGF+p38MAPKi
gruplarina gore anlamli (p<0.05) oranda ylksek oldugu g6zlendi. Bu galismada Cu
uygulanan gruplarda MDA seviyesinin Cu uygulamasi yapilmayan gruplara oranla
yiikksek olmast hiicre igindeki asir1 Cu’m indiikledigi reaktif tdrlerin lipit
peroksidasyonuna neden oldugunu gostermektedir. Bakir+NGF, Bakir+p38MAPKi ve
BakirtNGF+p38MAPKi gruplarindaki MDA oran1 Bakir grubuna gore anlami
(p<0.05) oranda diisiiktii. BakirtNGF ve Bakir+p38MAPKi gruplarindaki MDA
oranlarmin ise Kontrol grubu ile benzer seviyede oldugu goriildi. NGF ve
SB203580’nin ayr1 ayr1 uygulandiklarinda Cu ile olusturulan hasarin seviyesini
azaltarak Kontrol grubu ile benzer seviyeye ¢ektigi ancak birlikte uygulandiklarinda
bu etkinin gerceklesmedigi bununla birlikte sadece Cu uygulanan gruptan anlamh
oranda daha az oldugu belirlendi. NGF ve inhibitoriin ayr1 ayri verildiklerinde sadece
Bakir verilen gruba gére MDA seviyesindeki diisme NGF’nin lipit peroksidasyonunu
azaltici etkisini hem p38 MAPK sinyal yolagi tizerinden hem de farkli bir sinyal yolag:

Uzerinden yaptig1 seklinde yorumlanabilir.

82



Canli organizmalar antioksidan adi verilen enzim ve maddeler sayesinde
oksidatif hasara neden olan reaktif oksijen tirlerinin olasi hasarina karsi kendilerini
korurlar (Karabulut ve Gulay, 2016; Young ve Woodside, 2001). Bu antioksidanlardan
biri de GSH’dir. Tim memelilerde hiicre ici bir antioksidan olan GSH, hiicreyi endojen
ve eksojen kaynakli serbest radikallerin meydana getirdigi oksidatif strese karsi
korumada gorev yapar (Pei vd. 2013). Bu antioksidan Cu homeostazisi i¢in oldukca
onemlidir. Hiicreler Cu’in bir kismin1t GSH ve MT’ye baglayarak depolar. Bu yizden
hicrenin sahip oldugu GSH miktar1 ne kadar fazla olursa Cu’in neden oldugu lipit
peroksidasyonuna kars1 hiicre o kadar direncli olur (Chen vd. 2022; Li, 2020). Bakir
ile olusturulan ¢esitli toksikasyon ¢alismalarinda GSH degerlerinin hasar gruplarinda
kontrol gruplarina oranla diisiik oldugu bildirilmistir (Kumar vd. 2016; Liu vd. 2020b;
Ozcelik vd. 2003). Bu g¢alismada, GSH miktarinin Bakir grubunda Kontrol, NGF,
p38MAPKIi ve NGF+p38MAPKI gruplarina gore anlamli (p<0.05) oranda diisiik
oldugu tespit edildi. Ayrica Bakir+NGF grubundaki GSH konstantrasyonunun Bakair,
Bakir+p38MAPKi ve Bakir+NGF+p38MAPKi gruplarina gére anlamli (p<0.05)
oranda yuksek oldugu gozlendi. Bakir+NGF grubundaki GSH konstantrasyonunun
Kontrol grubu ile ayni seviyede oldugu belirlendi. Cu’m neden oldugu hiicresel hasarin
oksidatif stresten kaynaklandig: bildirilmistir (Boilan vd. 2013; Liu vd. 2012; Ozcelik
vd. 2003). Sunulan bu ¢aligmada da Cu’in neden oldugu oksidatif strese kars1 koyma
cabas1 olarak GSH’ 1n seviyesinin diistligli gozlemlendi. GSH miktarinin Bakir+NGF
grubunda Bakir+NGF+p38MAPKi grubundan anlamli (p<0.05) oranda yiiksek olmasi
NGF’nin GSH iizerine olumlu etkilerini p38 MAPK sinyal yolagi iizerinden yaptiginin
gostergesi olarak yorumlandi.

Mevcut ¢alismada karaciger dokusundaki toplam oksidan ve antioksidan
miktarlarin1 degerlendirmek i¢in TOS ve TAS degerleri incelendi. Bakir grubunun
TOS oran1 Kontrol, NGF, p38MAPKi ve NGF+p38MAPKI gruplarina gore anlamli
(p<0.05) olarak yuksek, TAS orani ise anlamli (p<0.05) olarak diisiik tespit edildi. Bu
bulgu, Cu’in hepatositler iizerine olan sitotoksik etkisinin oksidatif stresten
kaynaklandiginin net bir gostergesidir. Bakir+NGF grubuna ait TOS oraninin Bakir
grubuna gore anlamli1 (p<0.05) olarak diisiik, TAS oraninin ise anlaml1 (p<0.05) olarak
yiksek oldugu gorildi. Ayrica BakirtNGF grubuna ait TAS oram
Bakir+NGF+p38MAPKi grubuna gore anlamli (p<0.05) olarak yiiksek iken bu gruplar

arasindaki TOS orami farkinin anlamli olmadigi (p>0.05) gozlendi. Bu durum
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hepatositlerde Cu’in neden oldugu oksidatif strese karst NGF’nin koruyucu etkisini
p38 MAPK sinyal yolagi iizerinden muhtemelen antioksidan sentezini arttirmak

suretiyle yapabildigi seklinde yorumlandi.

Bakirin metabolizmas1 geregi toksikasyonunda en fazla etkilenen organ
karacigerdir. Farelere bakir siilfat 33 mg/kg dozda 7 giin boyunca intraperitonal olarak
uygulandiginda hasar grubunda siddetli hidropik dejenerasyon, nekroz ve Kupffer
hiicrelerinde proliferasyon sekillendigi bildirilmektedir (Ozen, 2007). Fareler tizerinde
yiiriitiilen bir calismada intramuskuler bakir asetat uygulamasinin hasar gruplarinda
hidropik ve vakuoler dejenerasyonlar ile nekroza neden oldugu ortaya konulmustur
(Bulut, 2006). Farelerde yuritulen diger ¢alismalarda oral olarak bakir siilfatin dozu
ve uygulama suresi arttik¢a hepatositlerde dejenerasyon ve nekrozun siddetinin arttigi
bildirilmektedir (Liu vd. 2020a; Liu vd. 2020b). Siganlarda yUrQtulen ¢alismalarda da
hepatositlerde hidropik dejenerasyon ve Ozellikle sentrilobiler bélgede fokal nekroz
bildirilmistir (Kumar vd. 2016; Sakhaee vd. 2012). Yapilan bu ¢alismada da Bakir
grubundaki deneklerin karacigerlerinde literattr bilgisi ile uyumlu olarak
hepatositlerde siddetli hidropik dejenerasyon ve nekroz tespit edildi. Meydana gelen
patolojik degisikliklerin Cu uygulanan tim gruplarda belirgin olarak sentrilobiler
bolgede (hepatik asinusun 3. boélgesi) daha siddetli oldugu, portal alana dogru bu
degisikliklerin goreceli olarak azaldigi dikkati ¢ekti. Bakir grubundaki hasarin
siddetinin Kontrol, NGF, p38MAPKi ve NGF+p38MAPKIi gruplarina oranla anlamli
(p<0.05) seviyede yiiksek oldugu belirlendi. Bakir+tNGF grubunda dejenerasyon ve
nekrozlarin Bakir grubuna gore daha az oldugu tespit edildi. Bu iki grup arasindaki
fark istatistiksel olarak da anlamli bulundu (p<0.05). Ayrica Bakir+NGF+p38MAPKi
grubundaki hasarm Bakir+NGF grubuna gore anlamli (p<0.05) oranda daha siddetli
oldugu goriildii. Sunulan bu ¢alisma Cu’in hepatositlerde neden oldugu hidropik
dejenerasyon ve nekrozlara karst NGF’nin koruyucu etkisini p38 MAPK sinyal yolagi

tizerinden yaptig1 tespit edildi.

Hepatositlerde oksidatif strese bagli olarak insan (Tsai vd. 2018), sigan (Tsali
vd. 2014) ve farelerde (Ceccanti vd. 2016) NGF ekspresyonunun arttig: bildirilmistir.
NGF néronlarin biiytimesi, hayatta kalmasi ve korunmasinda rol oynayan 6nemli bir
blylme faktoridir. NGF’nin ayrica karacigerde cesitli hasarlara bagli olarak

ekspresyonunda artis oldugu bildirilmistir (Oakley vd. 2003; Valdovinos-Flores ve
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Gonsebatt, 2013). Ancak NGF’nin hepatositler Gizerindeki spesifik rolleri tam olarak
bilinmemekte ve deneysel modele ve kosullara bagli olarak ekspresyonunda
degismeler oldugu ifade edilmektedir. Ornegin farelerde yiiriitiilen bir arastirmada
butiyonin sulfoksimin, arsenik ve asetaminofenin neden oldugu oksidatif strese ve
ksenobiyotik hasarina karst NGF’nin karacigerin korunmasinda kritik bir rol oynadigi
bildirilmektedir (Valdovinos-Flores ve Gonsebatt, 2013). Bagka bir g¢alismada
insanlarda safra kesesi taglarinin neden oldugu oksidatif strese karsi hepatositlerden
NGF eksprese edildigi ve bu molekiiliin hepatositleri sirtun 1 molekiil yolagi izerinden
korudugu bildirilmektedir (Tsai vd. 2018). Hepatositlerde CCls ile olusturulan
karaciger hasarinda hepatositlerden NGF eksprese edildigi ve eksprese edilen
NGF’nin karaciger uydu hiicrelerinde kaspaz 3 aktivasyonu sonucunda apoptoza
neden oldugu bildirilmistir (Oakley vd. 2003). Mevcut ¢alismada farelerde Cu ile
olusturulan karaciger hasarinda NGF ekspresyonu immunohistokimyasal olarak
incelendi. Bakir grubundaki NGF immunoreaktif alanlarin yiizdesi Kontrol, NGF,
p38MAPKIi ve NGF+p38MAPKI gruplarina gore anlamli (p<0.05) oranda yuksek
tespit edildi. Bakir grubunda NGF ekspresyonundaki artisin, olusan oksidatif hasari
onlemeye yonelik bir hiicre reaksiyonu oldugu diistiniildii. Bakir+NGF grubuna ait
immunoreaktif alanlarin yiizdesi Bakir grubuna gore anlamli (p<0.05) oranda diistikti.
Bu durum eksojen olarak uygulanan NGF’nin oksidatif stresi azaltmasina ve buna
bagli olarak hepatositlerden daha az miktarda NGF eksprese edilmesine neden oldugu
seklinde yorumlandi. BakirtNGF+p38MAPKI grubuna ait immunoreaktif alanlarin
yuzdesinin Bakir+NGF grubuna gore anlamli (p<0.05) oranda yiiksek oldugu tespit
edildi. Bu durum NGF’nin hepatositleri oksidatif stresten p38 MAPK sinyal yolagi

uzerinden korudugu seklinde yorumlandi.

Mitojenle aktive olan kinaz ailesinin bir Gyesi olan p38 MAPK oksidatif stres,
blyume faktorleri, sitokinler ve daha birgcok uyarana yanit olarak aktif hale gelir.
Hucrede aktif p38 MAPK’1n baglanabilecegi yuzlerce substrat vardir (Cuadrado ve
Nebreda, 2010). Bu substratlar hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi, hayatta kalmasi,
apoptoz, yangi, doku homeostazi gibi temel hiicresel siireclerde gorev alan
molekillerdir (Cuadrado ve Nebreda, 2010; Han vd. 2020). p38 MAPK substratlari
hakkindaki bilgilerin ¢ogu, SB203580 gibi kimyasal inhibitorlerin kullanildigi
arastirmalardan elde edilmektedir (Gao vd. 2016; Hsu vd. 2017; Zhang vd. 2002). Bir

imidazol grubu tdrevi olan SB203580 ilk baslarda sitokin iiretimini baskilayan bir
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molekil olarak bilinirken daha sonra p38 MAPK’1 inhibe ettigi tespit edilmistir
(Canovas ve Nebreda, 2021; Lee vd. 1994).

Sunulan bu ¢alismada p38 MAPK’in mRNA ekspresyonu arastirildi. Liu vd.
tarafindan farelerde Cu ile olusturulan karaciger hasarinda p38 MAPK
ekspresyonunun arttig: tespit edilmistir (Liu vd. 2020a). Mevcut ¢alismada da bu
literatirle uyumlu olarak Bakir grubunda p38 MAPK ekspresyonunun Kontrol
grubuna gore anlamli (p<0.05) oranda yiiksek oldugu tespit edildi. Tki farkli in vitro
calismada Cu’mn p38 MAPK’1 oksidatif stres lizerinden indiikledigi bildirilmektedir
(Boilan vd. 2013; He vd. 2020).

Bu ¢alismada p38 MAPK ekspresyonu bakimindan Kontrol ve p38MAPKIi
gruplar1 arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0,05). Bu gruplara gére NGF ve
NGF+p38MAPK:I gruplarindaki p38 MAPK ekspresyonu anlamli (p<0.05) oranda
yuksekti. Farkli hiicrelerin NGF ile uyarim: sonucunda p38 MAPK ekspresyonlarini
arttirdigi bir ¢ok galismada bildirilmistir (Cui vd. 2011; Ji vd. 2002; Mufti vd. 2014;
Xing vd. 1998; Yung vd. 2008). Mevcut ¢alismada Cu uygulanan gruplar arasinda p38
MAPK ekspresyonu bakimindan anlaml bir farkin olmadig: belirlendi. p38 MAPK
inhibitori olarak SB203580 uygulamasimin p38 MAPK ekspresyonu (zerine tespit
edilebilir seviyede bir etkisinin olmadig1 g6zlemlendi. Bu bulgular 1s1gimnda hem NGF
hem de Cu’in ayr1 ayr1 veya birlikte uygulamalarinin p38 MAPK’1n ekspresyonunu
Kontrol grubuna go6re arttirdigi gozlemlendi. Bakir ile birlikte SB203580’nin
uygulandigi deneklerde p38 MAPK ekspresyonunun Kontrol grubuna gore arttigi
ancak sadece Cu uygulanan deneklerden anlamli derece farkli olmadigi (p>0,05)
gOzlemlendi. Benzer olarak BakirtNGF+p38MAPKi ile Bakir+NGF gruplari arasinda
p38 MAPK ekspresyonlar1 arasindaki farkin anlamli olmadigi (p>0,05) goralda.
SB203580’in p38 MAPK’1 inhibisyonu, bu molekiiliin ekspresyonu iizerine etki
etmesinden dolay1 degil daha ziyadesiyle p38 MAPK’a baglanarak substratlarinin
fonksiyonlarini bloke ederek gergeklestirdigi ifade edilmektedir (Lee vd. 2000; Yong
vd. 2009). Bu durum SB203580°nin p38 MAPK mRNA ekspresyonu (izerine etkisinin

olmadig1 seklinde yorumlandi.

Bakir toksikasyonun neden oldugu oksidatif stresin hiicrede p38 MAPK
ekspresyonunu arttirdig bildirilmistir (Mattie vd. 2008). Oksidatif stres aracilig ile
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aktif hale gelen p38 MAPK, asag1 akisinda Nukleer Faktor kappa B (NF-kB) tizerinden
sitokinlerin ekspresyonlarint diizenlemektedir (Benedetti vd. 2014; Didonato vd.
2012; Qiao ve May, 2009). Farelerde Cu ile olusturulan karaciger hasarinda NF-
kB’nin IL-1, IL-6 ve TNF-a ekspresyonlarini indiikledigi bildirilmistir (Patwa ve
Flora, 2020). Sunulan bu ¢alismada da literatir bilgisi ile uyumlu olarak Bakir grubuna
ait IL-1, IL-6 ve TNF-o ekspresyonlarinin Kontrol, NGF, p38MAPKi ve
NGF+p38MAPKI gruplarina gore anlamli (p<0.05) oranda yiiksek oldugu gortldii.
Bakir+NGF grubuna ait IL-1, IL-6 ve TNF-a ekspresyonlari ise Bakir grubuna gore
anlamli (p<0.05) oranda diisiik tespit edildi. NGF’nin antiinflamatuvar ve
proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu diizenledigi bilinmektedir (Minnone vd.
2017). Sunulan bu ¢alismada Cu ile birlikte NGF uygulanan deneklerde IL-1, IL-6 ve
TNF-o ekspresyonlarinin sadece Cu uygulananlara gore diisiik seviyede olmasi
NGF’nin antiinflamatuvar etkisini gosterdigi seklinde yorumlandi. Bir p38 MAPK
inhibitérd olan SB203580’nin ayni zamanda proinflamatuvar sitokinler igin de
inhibitér etkisi vardir. p38 MAPK’m inhibe edilmesinin ¢esitli toksikasyon
modellerinde IL-1, IL-6 ve TNF-a’nin ekspresyonlarinin azalmasina neden oldugu
bildirilmektedir (Hsu vd. 2017; Sreekanth vd. 2016). Mevcut ¢alismada da literatlr
bilgisi ile uyumlu olarak Bakir+p38MAPKi grubundaki IL-1, IL-6 ve TNF-a
ekspresyonlarinin Bakir grubuna gore anlamli (p<0.05) oranda diisiik oldugu gézlendi.
Bakir+tNGF  grubundaki IL-1, IL-6 ve  TNF-a  ekspresyonlarinin
Bakir+NGF+p38MAPKIi grubuna gore anlamli oranda diisiik oldugu goriildu. Bu veri
NGF’nin antiinflamatuvar etkisini p38 MAPK yolag1 iizerinden yaptigi seklinde

yorumlandi.

Endojen ve eksojen uyaranlara karsi aktif hale gelen p38 MAPK, NF-«kB gibi
transkripsiyon faktorleri Uzerinden NO sentezini indikleyerek yangi ve bagisiklik
yanitlarinin olusturulmasinda rol oynar (Schieven 2005; Wagner ve Nebreda, 2009).
Enfeksiyonlarda yangi hiicreleri basta olmak tizere pek ¢ok hiicre iNOS sentezler. Bu
enzime bagli olarak sentezlenen NO damarlarda permeabilite artisina ve yangi
hiicrelerinin proliferasyonuna neden olmaktadir (Delker vd. 2010; Luo vd. 2017;
Nader vd. 2014). Bu 6zelliklerinden dolay1 dokularda iNOS’un miktarinin artig1 esas
olarak yangisal bir cevap olarak kabul edilir (Tian vd. 2016). iNOS’a bagl olarak asir1
miktarda NO sentezi nitrozatif strese neden olmaktadir (Aladag vd. 2000). Nitrozatif

stres, NO ile siiperoksitin birlesmesi ile olusan peroksinitrit olusumu ile gergeklesir.
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Peroksinitrit ROT gibi hicre icin hayati gorev ve fonksiyonlari olan biyolojik yapilara
baglanarak hiicrenin 6lmesine neden olabilir (Ridnour vd. 2004). NO’in neden oldugu
nitrozatif stres belirteci olarak iNOS ekspresyonu kullanilmaktadir (Bandookwala ve
Sengupta, 2020; Ozen vd. 2014; Thomson, 2015). Bakir toksikasyonunda fare
karacigerinde INOS ekspresyonunun arttirdigi bildirilmektedir (Liu vd. 2020a).
Sunulan bu ¢alismada da Cu’in neden oldugu nitrozatif stres iINOS Uzerinden
immunohistokimyasal olarak arastirildi. Bakir uygulanan gruplardaki iNOS
ekspresyonu Cu uygulamasi yapilmayan gruplara gore anlamli (p<0.05) oranda
yuksek tespit edildi. BakirtNGF grubundaki iNOS ekspresyonu Bakir grubuna gore
anlamli (p<0.05) oranda diisiiktl. Bu durum Cu’in hepatositler iizerindeki zararli
etkisini  ROT ile birlikte RNT tarafindan da yaptigimi gostermektedir.
Bakir+p38MAPKi grubundaki iINOS ekspresyonunun Bakir grubuna goére anlamli
(p<0.05) oranda diisiik oldugu goriildi. Farkli karaciger hasar modeli kullanilan
aragtirmalarda da mevcut c¢alisma ile uyumlu olarak p38 MAPK inhibitori olan
SB203580 uygulanmasinin INOS ekspresyonunu azalttigi bildirilmistir (Hsu vd. 2017,
Wu ve Cederbaum, 2003). Sunulan c¢alismada Bakir+NGF+p38MAPKi grubundaki
INOS immunoreaktivitesinin Bakir+NGF grubuna gore anlamli (p<0.05) oranda
yiiksek oldugu goriildii. Bu veri NGF’nin RNT tarafindan olusturulan zararl etkilere

kars1 hepatositleri p38 MAPK sinyal yolagi tizerinden korudugunu gostermektedir.

Dokularda sentezlenen NO’in bir kismi hiicre sitoplazmasinda bulunan tirozin
amino asidi ile birleserek nitrotirozin adi verilen bilesigi olusturur. Bu molekil
toksikasyon c¢alismalarinda siklikla ROT ve RNT’nin dokular iizerindeki etkisini
arastirmak icin kullanilir (Bandookwala ve Sengupta, 2020; Ozen vd. 2014; Thomson
2015). Bu calismada Bakir uygulanan gruplardaki nitrotirozin seviyesi Cu uygulamasi
yapilmayan gruplara gore anlamli (p<0.05) oranda yuksek tespit edildi. Bu bulgu Cu
tarafindan olusturulan hepatosit hasarinda iNOS tarafindan indiiklenen NO’in asir1
miktarda nitrotirozin olusturdugunun gostergesidir. Bakir+NGF ve Bakir+p38MAPKi
gruplarindaki nitrotirozin seviyesinin Bakir grubuna gore anlamli (p<0.05) oranda
diisiik oldugu gorildi. Bu durum hem NGF hem de SB203580°nin iNOS’u inhibe
ederek NO sentezini azaltmasindan kaynaklandigi seklinde yorumlandi.
Bakir+NGF+p38MAPKi grubundaki nitrotirozin seviyesinin Bakir+NGF grubuna
gore anlaml (p<0.05) oranda yiiksek oldugu goriildii. Nitrotirozin ve iINOS bulgulari

birlikte degerlendirildiginde iNOS aracilig1 ile sentezlenen NO’in nitrozatif hasara
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neden oldugu ve Cu’1n neden oldugu bu hasarin NGF ile basaril1 bir sekilde p38MAPK

yolag1 iizerinden onlendigini gosterdi.

Bakirin neden oldugu oksidatif stresin hiicrelerde apoptoza neden olabildigi
bildirilmistir (Jian vd. 2020). Apoptoz kaspaz adi verilen proteaz ailesinin Uyesi
enzimler tarafindan yonetilir. Kaspazlar “baslatici” ve “effektor” olarak
smiflandirilirlar (Boatright ve Salvesen, 2003). Baslatici kaspazlar apoptozun
baslatilmasinda birinci agsamada yer alirlar. Dis etkenlere yanit olarak aktive olurlar ve
ardindan effektor kaspazlari aktive eder (Mandal vd. 2020; Tummers ve Green, 2017).
Effektor kaspazlar ise hucrenin apoptotik sdrecinin ilerlemesinde ve hicrenin
oliimiiniin ger¢eklesmesinde 6nemli bir rol oynarlar. Effektor kaspazlar hiicre zarinin
parcalanmasi ve hiicre igeriklerinin bosaltilmas1 gibi apoptozun karakteristik
ozelliklerini gergeklestirirler (Choudhary vd. 2015; Eskandari ve Eaves, 2022). Bakir
ile olusturulan karaciger hasarinda kaspaz 8 ve kaspaz 3 ekspresyonlarinin kontrol
gruplarina gore arttigi bildirilmistir (Liu vd. 2020b). Cu’mn karacigerden farkli hiicre
ve dokularda da kaspaz 8 ve kaspaz 3 ekspresyonlarini arttirdigi bildirilmektedir (Al-
Musawi vd. 2022; Santos vd. 2016; Zhong vd. 2014). Bu ¢alismada kaspaz 8 ve kaspaz
3 immunohistokimyasal olarak arastirildi. Bakir uygulanan gruplardaki kaspaz 8 ve
kaspaz 3 ekspresyonu Cu uygulamasi yapilmayan gruplara gore literatlr bilgisi ile
uyumlu olarak anlamli (p<0.05) oranda yiiksek tespit edildi. Bakir+NGF grubundaki
kaspaz 8 ve kaspaz 3 ekspresyonunun Bakir grubuna gore anlamli (p<0.05) oranda
diigiik oldugu goriildi. Bu durumun NGF’nin oksidatif stresi azaltmasina bagl olarak
sekillendigi diisliniildii. Ayrica karacigerden farkli doku ve hiicrelerde etkisinin
arastirilldigi ¢alismalarda NGF’nin mezenkimal kok hcrelerinde (Bai vd. 2020),
serebral néronlarda (Liu vd. 2020c), noroblastomlarda (Su vd. 2019) ve kemik iligi
kok hucrelerinde (Wang vd. 2019) antiapoptotik molekiillerin ekspresyonlarini
arttirarak apoptoza karsi daha direngli olmalarint sagladigi bildirilmektedir. Bu
literatdir bilgileri 1s181nda mevcut ¢alismada da NGF’nin hepatositlerde antiapoptotik
molekiillerin ekspresyonlarni arttirarak bu hiicreleri apoptoza karsi korumus

olabilecegi diisliniildii.

Sunulan bu ¢alismada, Bakir, Bakir+p38MAPKi ve Bakir+NGF+p38MAPKi1
gruplart arasindaki kaspaz 8 ve kaspaz 3 ekspresyonlar istatistiksel olarak anlamli

degildi (p>0,05). p38 MAPK inhibitorii olarak kullanilan SB203580’nin Dengue
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virtsu enfeksiyonunda ve taurourodekseoksikolik asit sitotoksisitesinde hepatositlerde
kaspaz 8 ve kaspaz 3’ilin ekspresyonunu azalttig: bildirilmistir (Schoemaker vd. 2004;
Sreekanth vd. 2016). Ayrica farelerde olusturulan kronik Cu toksikasyonunda
SB203580 uygulamasinin karaciger dokusunda kaspaz 3’lin ekspresyonunu azalttigi
bildirilmektedir (Patwa ve Flora, 2020). Mevcut c¢alismada, Bakir+p38MAPKi
grubundaki kaspaz 8 (22,03+1,18) ve kaspaz 3 (18,17+1,20) ekspresyonlar1 orani
Bakir grubunun kaspaz 8 (23,66+1,62) ve kaspaz 3 (20,66+1,13) ekspresyonlari
oranina gore diisiik olmasina ragmen bu iKi grup arasindaki farkin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 goriildii. Bu ¢alismada sadece Cu uygulanan deneklerde kaspaz 8 ve
kaspaz 3 ekspresyonu artarken Cu ile birlikte NGF uygulandiginda ise bu molekullerin
ekspresyonlarinda anlamli (p<0.05) oranda bir azalmanin oldugu gézlemlenmistir.
BakirtNGF  grubundaki kaspaz 8 ve kaspaz 3  ekspresyonlarinin
Bakir+NGF+p38MAPKi grubuna gore anlamli (p<0.05) oranda diisiik oldugu
gorilda. Bu bulgular Cu toksikasyonunda NGF’nin hepatositler {izerindeki antiapoptik

etkisini p38 MAPK sinyal yolagi {izerinden yaptiginin gostergesidir.
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SONUC VE ONERILER

Bu calismada, farelerde CuSOs ile olusturulan deneysel karaciger hasarinda
NGF’nin doku hasar1 {iizerine etkileri p38 MAPK sinyal yolagi {izerinden
histopatolojik, immunohistokimyasal, biyokimyasal ve molekller yontemler

kullanilarak aragtirildu.

Bakir grubundaki farelere 3 giin boyunca 20 mg/kg CuSOa4’1n intraperitoneal
olarak uygulanmasinin doku hasarinin biyobelirtegleri olan ALT, AST, MDA, TOS,
INOS ve nitrotirozin seviyelerinde artisa, GSH ve TAS seviyelerinde ise azalmaya
neden olmasi mevcut c¢alismada karacigerde doku hasarina neden oldugunun
gostergesidir. Bakir ile es zamanli olarak 10 pg/kg NGF’nin intraperitoneal olarak
uygulanmasinin bu belirte¢lerde hiicre homeostazisine yonelik anlamli degisikliklere
neden oldugu tespit edildi. Bu deneklerde eksojen NGF uygulanmasinimn hepatositlerde
proinflamatuvar sitokinlerin (IL-1, IL-6 ve TNF-a) ckspresyonlarmi sadece Cu
uygulanan deneklere gore anlamli derecede azalttigi da gozlemlendi. Caligmada p38
MAPK inhibitéri olan SB203580’nin 20 mg/kg dozda Cu ve NGF ile birlikte
uygulandiginda ise NGF’nin géstermis oldugu iyilestirici etkiyi azalttigi belirlendi.

Bakirin karacigerde hidropik dejenerasyon, fokal nekroz ve apoptoza neden
oldugu gozlemlendi. Bakir ile es zamanli olarak eksojen NGF uygulanan deneklerde
olusan bu histopatolojik degisikliklerin siddet ve seviyelerinin anlamli derecelerde
azaldigi tespit edildi. Bakir ile NGF’nin birlikte uygulandigi deneklerde Bakir ve NGF
ile birlikte SB203580 verilen gruba gore apoptozda (kaspaz 8 ve kaspaz 3) belirgin bir
azalisin oldugu tespit edildi. Bu bulgular Cu’in neden oldugu hasarda NGF’nin
hepatositleri apoptozdan koruyucu etkisini p38 MAPK sinyal yolagi iizerinden
gergeklestirdigini gosterdi.

TUm bulgular birlikte degerlendirildiginde Cu ile olusturulan karaciger doku
hasarinda p38 MAPK sinyal yolaginin rol oynadigi, NGF uygulamasinin bu yolak
tizerinden etki gostererek toksisite etkisini azalttigi tespit edildi. Hiicresel hasar ve

onarim mekanizmalarinda NGF’nin yolaklarma dair baz1 kavramlar her ne kadar
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biliniyor olsa da bu mekanizmalarin hiicre i¢i hangi sinyal yolaklarini etkiledigi heniiz
net olarak bilinmemektedir. Bu nedenle bu sinyal yolaklarina dair daha kapsamli ve

detayli caligmalara ihtiya¢ vardir.
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