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OZET

RATLARDA DENEYSEL BAKIR ZEHIRLENMESINDE PATOLOJIK VE
IMMUNOHISTOKIMYASAL CALISMALAR

Yonca Betil KABAK, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi, Samsun, Aralik - 2010

Bakir, pek ¢ok enzimin fonksiyon yapabilmesi i¢in gerekli iz elementlerden biridir.
Mitokondrial solunum, demir emilimi, serbest radikallerin tutulumu, elastinle capraz
bag olusumu gibi hiicre fizyolojisi i¢in 6nemli olan bir¢cok enzimin yapisinda yer
almaktadir.

Bakir, elektrik ve boya sanayinde, tesisat borularinin iiretiminde kullanilirken,
veteriner hekimlikte bakir tuzlari antelmintik, ba§ ve meyve agaclarinda antifungal
olarak genis kullanim alanina sahiptir. Bu nedenle bakir zehirlenmelerine hayvanlarda
rastlanilmaktadir. Bu calismada bakir zehirlenmesinde Copper transporter 1 (Ctrl),
ATP7B, metallotionein (MT) ve bakir/¢cinko Siiperoksit dismutaz (Cu/Zn SOD)’in
ekspresyonlari ile farkli dokulardaki apoptozisin incelenmesi amaglanmistir.

Calismada 56 adet erkek, erigkin, Sprague-Dawley 1rki rat (ortalama agirliklari
280450 g) kullanildi. Her grupta 14 adet rat olmak iizere iki deneme ve deneme gruplari
icin ayri ayri iki kontrol grubu olusturuldu. CuSOy soliisyonu I. deneme grubundaki
ratlara giinliikk 75 mg/kg dozda ve 14 giin siireyle, II. deneme grubundakilere ise ayni
dozda 28 giin siireyle gastrik sonda ile uygulandi. Bu siireler sonunda eter anestezisi
altinda Otenazileri yapildi. Nekropside ratlardan karaciger, bobrek, dalak, mide-
bagirsak, kalp, akciger, beyin ve beyincik dokular1 alindi. Dokulardan hazirlanan
kesitler hematoksilen- eozin, rodanin, Periodik asit-Schiff teknikleri ile boyanarak
degerlendirildi. Bu dokularda Ctrl, ATP7B, MT, Cu/Zn SOD, kaspaz-9, -8, -3 varlig
immunoperoksidaz teknikle incelendi. Dokulardaki apoptozisi belirlemek tizere TUNEL
metodu uygulandi.

Bu calismadan elde edilen bulgulara gore bakir zehirlenmesinin siireye baglh
olarak farkli organ ve dokularda farkli etkiler gosterdigi, bireysel farkliliklarin
karacigerde bakir birikimini etkileyebildigi belirlendi. Fazla bakirin akut donemde

karacigeri, subkronik donemde bobregi daha fazla etkiledigi, akciger, dalak, beyin ve



beyincik dokularii ise uygulanan bu dozlarda 1sik mikroskobik olarak etkilemedigi
tespit edildi. Zehirlenmenin subkronik doneminde ratlarin karacigerinde bakira
adaptasyonun gelistigi sonucuna varildi.

Ctrl proteininin hepatositlerdeki lokalizasyonunun ortamdaki bakir miktarina
gore degisiklik gosterebildigi, ancak bu durumun bobrek, dalak, mide- bagirsak, kalp,
akciger, beyin ve beyincik dokulari i¢cin gecerli olmadigr goriilmiistiir. Bu durum,
Ctr1’in doku spesifik fonksiyona sahip olabilecegini diisiindiirmiistiir. ATP7B’nin ise
farkli dokularda ortamdaki bakir miktarina gore ekspresyonu ve hiicredeki
lokalizasyonunun degisebildigi goriildii. Bakir metabolizmasinda gorev alan MT ve
Cu/Zn SOD’m ortamdaki bakir miktarlarina gore yogunluklari ve hiicredeki
lokalizasyonlarinda degisiklikler oldugu belirlendi. Bunun da hiicrenin bakir birikimine
kars1 gelistirdigi bir adaptasyon mekanizmasi olabilecegi sonucuna varildi.

Bakir zehirlenmesinde dokularda hiicrelerin hem apoptozis hem de nekroza
gidebildigi ancak akut donemde apoptotik hiicrelerin, subkronik dénemde nekrotik
hiicrelerin daha fazla oldugu goriildii. Zehirlenmenin akut doneminde karaciger hem
intrinsik hem de ekstrinsik yollarla apoptozise ugrarken, bobrek ve beyin dokularinin
intrinsik yolu kullandigi, kalbin ise hem akut hem de kronik donemde her iki yol ile

apoptozise gittigi sonucuna varildi

Anahtar kelimeler: Apoptozis, ATP7B, bakir, Ctrl, Cu/Zn SOD, immunohistokimya,
MT, rat, rodanin, zehirlenme, TUNEL
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ABSTRACT

PATHOLOGICAL AND IMMUNOHISTOCHEMICAL STUDIES IN
EXPERIMENTAL COPPER TOXICITY IN RATS

Yonca Betil KABAK, Ph.D. Thesis
University of Ondokuz Mayis, Samsun, December - 2010

Copper is an essential trace element for most of the metabolic processes in living
organisms. Enzymes are dependent on copper to sustain their proper functioning.
Copper is also a constituent of many important enzymes involved in cell physiology
such as mitochondrial respiration, iron absorption, free radical capture and cross-link
formation with elastin.

Copper is used in electric and paint industry and installation pipes, while copper
salts has a wide utilization field in veterinary medicine such as antelmentics and
antifungal for fruit trees and vineyards. As a result, copper poisoning is commonly
observed in animals. In this study, Copper transporter 1 (Ctrl), ATP7B, metallothionein
(MT) and copper/zinc superoxide dismutase (Cu/Zn SOD) which are involved in copper
metabolism and apoptosis in different tissue were investigated for expressions during
copper toxication.

In the study, 56 adult, male, Sprague-Dawley rats (average weights 280+50 g)
were used. Two experimental groups with 14 rats in each and two separate control
groups for the experimental groups were composed. During the experimental period, 75
mg/kg CuSO;, solution was orally administered daily to the rats in the first and second
treatment groups for 14 days and for 28 days, respectively. At the end of the designated
periods rats were euthanized under ether anaesthesia. Tissues from liver, kidney, spleen,
stomach-intestine, lung, heart, cerebrum and cerebellum were obtained during necropsy.
Tissue sections were stained by hematoxylin-eosin, rhodanin and periodic acide-Schiff.
The presence of Ctrl, ATP7B, MT, Cu/Zn SOD, caspase-9, -8, -3 were investigated by
immunoperoxidase technique. Finally, TUNEL method was used to determine the
apoptosis in these tissues.

According to the findings obtained in this study, it was determined that copper
toxicity leads to different effects in various organs and tissues depending on time.

Moreover, individual differences affect copper accumulation in liver. It was also
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observed that excess copper affects liver in acute period of toxicity while kidney is
more affected in the subchronic period. However, microscopic examination on tissues
from lungs, spleen, cerebrum and cerebellum did not reveal any significant effect of
excess copper. It was concluded that adaptation for copper was developed in the liver of
rats at the subcronic period of toxication.

The localization of Ctrl protein at hepatocytes was observed to vary due to the
copper level in the medium. However, this situation was not observed in other tissues.
This specific variation suggests that Ctrl may have tissue specific function.
Additionally, expression and cell localization of ATP7B was observed to vary in
different tissues due to the copper level in the medium. The expressions of MT and
Cu/Zn SOD, which are involved in copper metabolism, were observed in different
concentration and at different cell localizations due to the copper level in the medium.
This observation was interpreted as the cell might have developed an adaptation
mechanism against copper accumulation.

Tissue cells may undergo to necrosis or apoptosis in copper toxicity. In this
study, it was observed that apoptotic cells were predominant at acute period while
necrotic cells were predominant at the subchronic period. In addition, it was concluded
that, liver undergoes to apoptosis with both intrinsic and extrinsic routes in the acute
period of copper toxicity while kidney and cerebral tissues tend only to intrinsic route.
Finally, heart tissues were observed to have apoptosis with both intrinsic and extrinsic

routes at acute as well as chronic period of copper toxicity.

Key Words: Apoptosis, ATP7B, copper, Ctrl, Cu/Zn SOD,

immunohistochemistry, MT, rat, rhodanin, toxicity, TUNEL
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1. GIRIS

Bakir; pek c¢ok hiicresel enzimin fonksiyon yapabilmesi igin gerekli iz
elementlerden biridir. Mitokondrial solunum, demir emilimi, serbest radikallerin
tutulumu, elastinle capraz bag olusumu gibi hiicre fizyolojisi icin onemli olan bir¢cok
enzimin kimyasinda katalitik bir kofaktordiir. Serbest bakir iyonlart hiicresel
komponentlerin hasar gérmesine neden olur. Bakir iyonlarinin atilimi ve yeniden alimi

arasindaki hassas denge hiicresel bakir iyonlari ile korunur (Harris, 2003; Sharp, 2003).

Copper transporter 1 (Ctrl) tarafindan endositozis ile Cu* iyonu halinde hiicre
icine alinan bakir, karaciger disindaki dokularda hiicrelerin Golgi aginda bulunan
ATP7A (Menkes proteini) genine, karaciger hepatositlerinde ise ATP7B (Wilson
proteini) genine verilir (Arredondo ve Nunez, 2005). ATP7A ve ATP7B genleri hiicre
ici bakir homeostazisinde hem koruyucu hem de biyosentetik etkiye sahiptir. Hepatosit
disindaki diger hiicrelerde ATP7A ile bakir hiicre disina verilerek, bakira bagh lizil
oksidaz ve tirozinaz gibi enzimler sentezlenir. Bakir metabolizmasinda ¢ok 6nemli bir
gorev iistlenmis olan karaciger, fazla miktardaki bakirit ATP7B aracilifiyla safraya
vermek suretiyle organizmanin zehirlenmesinden korunmasma yardimci olur.
Hepatositlerde ATP7B ile seruloplazminin sentezlenmesi saglanir. ATP7A ve ATP7B,
hiicre bakir diizeyi arttiginda vezikiiler kompartmanlar halinde bakirin hiicre disina
verilmesinde gorevlidir. Bu genlerin bakir homeostazisinde gorevleri aciklanmakla
birlikte, bu gorevlerin nasil diizenlendigi tam olarak ortaya konamamistir. Bakirin
yiiksek konsantrasyonda oldugu ortamlarda bir baska koruyucu faktor metallotioneindir.
Antioksidan etkiye sahip olan metallotionein’in en karakteristik Ozelliklerinden biri
fazla miktardaki metal iyonlarini zararsiz bir formda tutmaktir. Bakirin fazla bulundugu
ortamlarda bakir ile baglanan metallotionein, serbest oksijen radikallerinin olusumunu
onleyerek hiicrenin korunmasi saglar. Fakat koruyucu mekanizmalarin yeterli olamadig:
durumlarda hiicre Sliimii kacinilmazdir (Harris, 2003; Ogra ve ark., 2006; Lutsenko ve

ark., 2007).

Bu tezde, ratlarda bakir metabolizmasinda gorev alan adaptor proteinlerden Ctrl,
ATP7B ve antioksidan etkiye sahip siiperoksit dismutaz (SOD) ile metallotionein (MT)

"1n ekspresyonlari ayrica farkli dokulardaki apoptozisin incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. DOGA VE CEVREDE BAKIR

Dogada bakir (Cu) saf element halinde ya da kalkopirit, kalkosit, bornit ve
malahit gibi madenler i¢cinde bulunan yaygin bir elementtir. Bakirin kuprik (Cu*™) ve
kupréz (Cu*') formlart vardir. Toprakta yaklasik 50 pg/g, icme suyunda 13 ng/ml ve
havada 200 ng/m3 kadar bakir bulunur (Kaya ve ark., 2002; Gerberding, 2004).

Gida maddelerindeki bakir yogunluklar1 farklilik gosterir. Kabuklularda 12- 37
ug/g, karacigerde 4.5- 6 ug/g, ette 1 pg/g, tahillarda 3- 8 pg/g, sebzelerde 0.3- 3 pg/g,
meyvelerde 0.4- 1.5 ng/g ve hayvan yemi ve otlarda 8- 10 pg/g bakir bulunur (Kaya ve
ark., 2002). Giinliik olarak yetigkin bir insan alimenter yolla yaklasik 0.6- 1.6 mg bakir
alir. Tiiketilen gidalarin {iiretildigi ortama gore igerdigi bakir miktar1 farklilik
gosterebilir. icme suyu normalde bakir alimma énemli bir katki saglamamakla birlikte
tesisatta kullanilan korozyona ugramis bakir borular sudaki bakir miktarin1 onemli
Olciide artirmaktadir (Tapiero ve ark., 2003; Gerberding, 2004; Langner ve Denk, 2004;
Wijmenga ve Klomp, 2004). Ayrica alinan gidalarda bulunan farkli mineral ve
bilesikler de bakir emilimini etkilemektedir (Kaya ve ark. , 2002; Tapiero ve ark.,
2003).

Bakir elektrik ve boya sanayinde, tesisat borularinin  iiretiminde
kullanilmaktadir. Veteriner hekimlikte bakir tuzlar1 antelmintik olarak, bag ve meyve
agaclarinda ise fungisit olarak genis kullanim alanina sahiptir (Kaya ve ark., 2002;
Gerberding, 2004). Bakir, solunan havayla, icilen suyla, yenilen yiyeceklerle ya da
bakir iceren bilesiklerin deriye temas: yoluyla organizmaya almabilir. Bakirla ilgili en

ciddi zehirlenmeler oral yolla olmaktadir (Gerberding, 2004).

2.2. BAKIR METABOLIZMASI

Bakir; pek c¢ok hiicresel enzimin fonksiyon yapabilmesi icin gerekli iz
elementlerden biridir. Mitokondrial enerji {iiretiminde etkili olan bakir, demir
homeostazisi, serbest radikallerin detoksifikasyonu, kollojen ve elastinin capraz bag
olusturmasi, norotransmitter sentezi gibi hiicre fizyolojisi i¢in 6nemli olan bir¢ok
enzimin kimyasinda katalitik bir kofaktordiir. Bakir iyonlarinin hiicreden atilimi ve

yeniden alimi arasindaki hassas dengeyi, hiicresel bakir iyonlar1 belirler. Biyolojik



sistemlerde; bakir homeostazisi molekiiler diizeyde tamimlanir. Bakir metabolizmast;
glutasyon, metallotionein, Cu-ATPaz olarak bilinen Menkes ve Wilson proteinleri ile
bakirin hiicre ici kompartmanlara verilmesini saglayan bakir saperonlari olarak
adlandirilan bazi sitoplazmik transport proteinleri tarafindan koordine edilir (Karagiil ve
ark., 2000; Harris, 2003; Sharp, 2003; Tapiero ve ark., 2003; Langner ve Denk, 2004).

Serbest bakir, demir metabolizmasinda oldugu gibi membranlarda lipid
peroksidasyonundan sorumlu olan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimine,
proteinlerin oksidasyonuna ve RNA sentezinin bozulmasina sebep olur. Bilindigi {izere
ROS kanser, sinir sistemi hastaliklar1 ve yaslanma gibi bir¢cok farkli patolojilerin
gelismesine katkida bulunur (Tapiero ve ark., 2003; Valko ve ark., 2005; Jubb ve ark.,
2007). Bakir metabolizmas1 ayrica yangi, enfeksiyon ve kanser gibi durumlardan
etkilenir ve serum bakir diizeylerinde yiikselmeler goriilebilir (Arredondo ve Nunez,
2005).

Bakir zehirlenmesine insan ve hayvanlarda ¢ok sik rastlanmaktadir. Canl tiir ve
irklarinin bakira olan duyarliliklart farklidir. Bakir zehirlenmesine en duyarh tiir koyun
iken, bakirin ¢ok yiiksek diizeylerdeki dozlari, kurbaga ve kugunun karacigerlerinde
hasar olusturmaz. Ratta ise yiiksek konsantrasyondaki bakir énce karaciger ve bobrekte
dejenerasyon olusturur, ancak bir siire sonra hayvanlar bu duruma adapte olur. Bakir
metabolizmasinda goriilen genetik bozukluklar bakir zehirlenmesini kaginilmaz hale
getirmektedir. Bu sekilde Bedlington terrierlerinde, West Highland White terrierlerinde
ve insanlarda Wilson hastalifinda karacigerde bakir birikimi ile progresif karaciger

dejenerasyonu goriiliir (Fuentealba ve ark., 1989; Harris, 2003; Jubb ve ark., 2007).

2.2.1 Diyetle Bakir Alimi ve Emilimi

Bakir alimi icin en 6nemli yol oral yoldur. insan ve hayvanlarda besinlerle
alman bakir, mide ve ince bagirsakta Ozellikle duodenumdan emilir (Burtis ve
Ashwood, 1999; Pena ve ark., 1999; Tapiero ve ark., 2003, Bissig ve ark., 2005;
Lutsenko ve ark., 2007). Yetiskin insanlarda giinliik bakir alimu ile ilgili degisik bilgiler
mevcuttur. Giinliikk diyetle alinan bakirin %50-80’i emilir. Emilen bakirin yaklasik
%15°1 dokulara tasinirken %85°1 ise atilir. Bakirin yaklasik %98’1 safra, %?2’si ise ter ve
idrar yollart ile atilir (Wijemenga ve Klomp, 2004). Bagirsakta bakirin emiliminin nasil

oldugu heniiz tam olarak anlagilamamustir (Pena ve ark., 1999; Arredondo ve Nunez,



2005; Lutsenko ve ark., 2007). Bakir emilimi ile ilgili iki farkli mekanizma
bildirilmektedir. Bunlardan birincisi; sindirim kanalinda bakir konsantrasyonu diisiik
oldugunda, emilim aktif bir mekanizmayla olur ve mukoza hiicrelerinin yiizeyine
bakirin kimyasal olarak baglanmasi saglanir. Diger bir mekanizma ise bagirsakta bakir
konsantrasyonu arttiginda emilim basit difiizyonla olur (Karagiil ve ark., 2000).
Gidalarla alinan bakirin emilimini, cinsiyet, alinan miktar, bakirin kimyasal
yapisi ve gida igerigi gibi cesitli faktorler etkilemektedir. Potasyum ve asidik pH bakir
emilimini artirirken; ¢inko, kadmiyum, kursun, kalsiyum ve molibden gibi metaller
emilimini azaltir. Cinko ve kadmiyum, bakir ile ayni tasiyici proteine yarismali olarak
baglandiklarindan, molibden ise bagirsaklarda siilfat varliginda bakir ile selatlar
olusturdugundan, bakir emilimini azaltmaktadirlar. Demir, bakir emilimini etkilemez,
ancak bakir eksikliginde demir transportu bozulur ve demirin cesitli dokularda biriktigi
goriiliir. Bakir eksikligi demir iizerinden dolayli olarak hipokromik mikrositik anemiye
neden olur (Burtis ve Ashwood, 1999; Karagiil ve ark., 2000; Sharp, 2003; Arredondo
ve Nunez, 2005). Ravia ve ark. (2005) ratlarda yaptiklar1 bir calismada demir
eksikliginde diyetteki bakir emiliminin arttigini, karaciger ve bagirsakta bakir diizeyinin

daha yiiksek olciildiigiinii bildirmislerdir.

2.2.2 Bakirin Kanda Tasinmasi

Enterositler tarafindan emilen bakir, albumin, transkiiprein ve histidine
baglanarak portal dolasima verilir (Linder ve ark., 1998; Langner ve Denk, 2004; Mehta
ve ark., 2006; Nyasae ve ark., 2007). Emilen bakirin biiyiik bir kism1 karacigere, daha
az kismi ise bobrek ve diger dokulara tasinir (Linder ve ark., 1998). Karacigere gelen
bakir, biiyiik oranda seruloplazmine baglanarak tekrar kana verilir (Lutsenko ve ark.,
2007). Bakir ile gevsek bir sekilde baglanan ve plazmada en fazla bulunan albumin,
total plazma bakirinin sadece %10-12’sini baglar (Karagiil ve ark., 2000; Tapiero ve
ark., 2003;). Albumin ile bakir arasindaki bag oldukca zayiftir ve albumine bagl bakira
son zamanlarda “serbest bakir” denmeye baslanmistir. Albumine bagli bakir hiicresel
ihtiyaclan karsilamakla birlikte, diizeyi artarsa zehirlenmeye neden olabilir (Brewer,
2010). Serumdaki bakirin tasinmasinda Pena ve ark. (1999) ile Helman ve Gitlin, (2002)
seruloplazmin’in %95 oraninda etkin oldugu, Mehta ve ark. (2006) ise albumin’in %30,

seruloplazmin’in %65, diisiik molekiil agirlikli komplekslerin, 6zellikle histidin’in %35



oraninda etkin oldugunu bildirmektedirler. Basta karaciger olmak iizere dokulara bakir
tasinmasinda ana kaynak seruloplazmindir. Ancak karaciger disindaki dokulara bakirin
tasinmasinda seruloplazmin’in yaninda albumin, transkiiprein ve bakir-dihistidin’in de
etkin bir gorevi vardir (Tapiero ve ark., 2003). Albumin kuprdz bakiri, seruloplazmin

ise kiiprik bakiri tasir (Sullivan ve ark., 1991).

2.2.3 Bakirin Hiicreye Alinisi

Bakirin hiicre i¢ine alinisini yoneten farkli mekanizmalar ve farkli bilesenler
vardir (Harris, 2003; Lutsenko ve ark, 2007). Bunlar, bakirin hiicre i¢ine alinmasini
saglayan bazi tasiyict membran proteinleri ya da pinositozis oldugu bildirilmektedir
(Lutsenko ve ark, 2007). Copper transporter (Ctr) ailesinde bulunan bakir tasiyici
membran proteinleri Cu®”’in, Natural resistance associated macrophage protein
(Nramp) ailesinde yer alan aslinda demirin hiicre i¢ine alimindan sorumlu olan tasiyici
membran proteinleri ise Cu**nin de hiicre icine alinmasini saglar (Sharp, 2003; Petris,
2004).

Gidalardaki bakir Cu® formunda oldugunda dogrudan enterositlerde bulunan
Ctrl tarafindan emilir. Ancak Cu** formundaki bakir ise ya diyetteki ekzojen
indirgeyiciler (askorbat ve ditiyotrietol gibi) veya hiicrelerin mikrovilluslarinda lokalize
olan Steap protein olarak da adlandirilan metallorediiktazlar araciligiyla Cu® formuna
dondiiriildiikten sonra Ctrl ile ya da demir emiliminin bozuldugu durumlarda az
miktarda da olsa Cu*™® formunda Nramp ailesindeki proteinler tarafindan hiicre icine
aliir (Harris, 2003; Sharp, 2003; Petris, 2004; Lonnerdal, 2008). Petris (2004) hiicre
kiiltiirtinde yaptig1 bir calismada, ortama eklenen antimisin A, oligomisin ve sodyum
azid gibi metabolik indirgeyiciler sayesinde bakir aliniminin enerjiye bagli olmaksizin
sekillendigini ve ayrica yiiksek diizeydeki potasyumun bakir alinimini arttirdigini
bildirmektedir.

Farkli dokular farkli miktarlarda bakira sahiptir. Bunun nedeninin, hiicre tipine
0zel bakir alici proteinlerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Yaygin nérodejeneratif
hastaliklarin mekanizmalarina yonelik yapilan ¢alismalarda; noéronlara bakir alimindan
sorumlu olan membran proteinlerinin, amiloid prekiirsor protein (APP) ile prion protein

(PrP) olabilecegi bildirilmistir (Camakaris ve ark., 1999; Harris, 2003).



2.2.3.1 Copper transporter (Ctr)

Ik olarak Saccharomyces cerevisiae isimli mayada belirlenen bakir tasiyici
proteinler (yeast copper transporterl= yCtrl ve yCtr3) ve bakir transport vezikiiliinde
bulunan yCtr2’nin insan ve memeli hayvanlardaki homologu sirasiyla, bakir
transporter]l (Ctrl) ve bakir transporter2 (Ctr2)’dir (Sekil 1B). yCtr3’iin memelilerde
homologu yoktur. Rat Ctrl, human bakir transporterl’in (hCtrl) %92 homologudur
(Holzer ve ark., 2006). RNA blot analizleri Ctrl’in tiim organ ve dokularda, farkli
konsantrasyonlarda bulundugunu gostermistir (Pena ve ark., 1999; Lee ve ark, 2001;
Sharp, 2003; Samsonov ve ark., 2006). Bagirsaklarda enterositlerin mikrovilluslarinda
bakirin emilimini saglayan Ctrl organizmanin bakir homeostazisinde énemli bir yere
sahiptir (Arredondo ve Nunez, 2005; Valko ve ark., 2005). En yiiksek diizeyde
plasentada, en diisiik diizeyde ise karaciger, ovaryum ve bagirsakta bulunan Ctr2’nin,
bakir homeostazisinde roliiniin olup olmadig1 bilinmemektedir. Ctr2 bakir yetersizligi
durumlarinda kuproenzimlere bakir saglamak icin transport vezikiilii icindeki bakiri
harekete gecirdigi diistiniilmektedir (Pena ve ark., 1999; Harris, 2003; Petris, 2004).

Tiim Ctr ailesinin, varsayilan yapisal modeline gore N ve C- terminusu ile
transmembran kanal olmak iizere ii¢ bolgesi belirlenmistir (Sekil 1A). Hiicre dis1 N-
terminusu iizerinde tasidigi metiyoninden zengin ve “Mets motifi” olarak bilinen
bolgeler cok sayida bakir baglayabilecek yapidadir. Hiicre i¢i yerlesimli C-
terminusunda iyi korunmus sekilde sistein ve histidin aminoasitleri bulunur.
Transmembran kanali ile bakirin hiicre i¢ine alindig1 diistiniilmektedir. Bakirin Ctrl ile
hiicre i¢ine alinmasi sirasinda enerji kullanilmaz (Petris, 2004; Samsonov ve ark.,
2006).

Memelilerde bakir homeostazisi ve embriyonik gelisim i¢in Ctrl kritik role
sahiptir. Yetigkin farelerde yapilan bir calismada Ctrl eksikliginde yapisinda bakir
bulunan enzimlerin aktivitesinin bozuldugu ve bazi dokularda bakir birikiminin
olustugu bildirilmistir (Lee ve ark, 2001). Embriyogenezis hiicre proliferasyonu
acisindan cok aktif bir donemdir ve bu donemde fazla miktarda sitokrom-c oksidazla
ilgili metallosaperon (COX) aktivitesine ihtiya¢ duyulmaktadir. COX’un aktivitesi
Ctr1’in varligi ile dogru orantilidir. Ctr1™ fare embriyolarinin intrauterin 6ldiigii, Ctr1*"
farelerin beyin ve dalaktaki bakir diizeyinin daha diisiik, sindirim sistemi, karaciger ve

bobrekteki bakir diizeyinin ise normal oldugu belirtilmistir (Lee ve ark, 2001). Ctr1*"



farelerin beyin dokusundaki bakir miktarinin 6nemli Olciide diisiik olmast Ctrl’in

beyinde bakir alimindaki Onemini gostermektedir (Sharp, 2003; Petris, 2004).

N hCtr1 protein
semasi
Mets motifi
Hiicre dis1
Hiicre ici
Cys/His motifi
/
C

hCtr1’in varsayilan
modeli

Sekil 1: A- hCtrl proteininin yapisal modeli. hCtrl’in trimerizasyonu ile sekillenen bir
transmembran kanalinin hipotetik ¢izimi. B- Saccharomyces cerevisiae ait Ctr ailesinde
bulunan proteinlerin hiicredeki yerlesimleri (Petris, 2004’ den alinmistir)



2.2.3.2 Natural resistance associated macrophage protein (Nramp)

Natural resistance associated macrophage protein (Nramp) ailesinde yer alan
yiiksek affiniteli bakir tasiyict membran proteinleri Divalent metal transporterl
(DMT1), divalent cation transporter] (DCT1), natural resistance associated macrophage
protein2 (Nramp2)’dir. DMT1, DCT1 ve Nramp2 yaygin doku dagilimina sahip olup,
en diisiik diizeyde bagirsaklarda, en yiiksek diizeyde bobrekte saptanmistir. DMTI,
DCT1 ve Nramp?2 aslinda demir aliniminda tanimlanmis olup, bakir aliniminda daha az
spesifiktirler (Harris, 2003). Caco-2 hiicre kiiltiiriinde yapilan bir calismada DMT1’in
ozellikle demir, daha az oranda da bakir, ¢cinko ve mangan gibi metallerin transportunu

sagladigi bildirilmektedir (Sekil 2) (Sharp, 2003).
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Sekil 2: Bagirsak epitelinden diyetteki bakirin emilimiyle ilgili gelistirilmis bir model.
Diyette Cu** durumunda bulunan bakir enterositlerin apikal yiizeyinden ya divalent
metal transporter 1 (DMT1) ile Cu™ olarak ya da cesitli indirgeyiciler tarafindan
indirgendikten sonra Copper transporter 1 (Ctrl) ile Cu” seklinde emilir. Absorbe edilen
bakir hiicre i¢i saperonlar aracilifiyla Golgi agma (TGN) yonlendirilir ve Menkes
proteini (MNK= ATP7A) ile hiicreden atilir. DMT1 sayesinde emilen demir de
enterositlerin bazolateral yiizeyinde lokalize olan iron responsive element (IREG) ile
kana verilir (Sharp, 2003’ dan alinmistir).



2.2.4 Bakirin Hiicre I¢i Dagitim

Bakar, Ctrl tarafindan Cu” halinde endositozisle hiicre i¢ine verilir. Serbest bakir
iyonlart yiiksek reaktif Ozelliginden dolayr hiicre membrani, proteinler ve niikleik
asitlere ciddi zararlar verir (Prohaska ve Gybina, 2004). Bakirin bu zararh etkisi hiicre
icinde saperonlar olarak adlandirilan eriyebilir polipeptidler, bakiri baglayan proteinler
ve Golgiden gelisen vezikiiller ile kontrol edilir (Harris, 2003; Tapiero ve ark., 2003).

Saperonlar, bakir1 hiicre ici alic1 molekiillere tasiyan ve hedefe uygun 6zellikte
olan proteinlerdir (Harris, 2003). Bilinen bazi1 bakir saperonlari; antioksidan proteinl
(Atox1), siiperoksit dismutaz ile ilgili metallosaperon (CCS) ve sitokrom-c oksidazla
ilgili metallosaperon (Cox17)’dir. Hiicre i¢inde bakir1 baglayan proteinler, glutasyon ve
metallotioneindir (Prohaska ve Gybina, 2004).

Golgi kokenli vezikiiller, plazma membran1 veya diger hiicresel yapilarla
kaynagsmak suretiyle, Golgi agmin hareket oOzelligini de kullanarak kapali
kompartmanlar seklinde bakirin hiicre icinde tasinmasini saglarlar. Iki kath vezikiiliin i¢
membraninda bulunan enerji saglayic1 P-tip ATPazlar sayesinde bakir vezikiil i¢ine
alinir. Aminoasitler ve proteinlerle bakirin olusturdugu kompleksler genelde suda
coziinlirken; bagirsak ve karaciger hiicreleri ile alg ve mantarlar tarafindan alinan bakir
iyonlarinin biiytik bir kismu hiicrenin bir bolgesinde lokalize edilir. Hiicreler absorbe
ettikleri bakiri, transport vezikiiller icerisinde tutarlar. Bakirin hiicre disina verilmesi
icin transport vezikiiller, plazma membranina dogru hareket ederler. Bakirin hiicre ici
vezikiil hareketi, bakir homeostazisini saglamak icindir ve bakir taginmasindaki
herhangi bir bozukluk, Wilson ve Menkes hastaliklarinin olugsmasina yol agar (Harris,

2003; Lutsenko ve ark., 2007).

2.2.4.1 Antioksidan proteinl (Atox1)

Hiicre icine alinan bakirin ¢ogu antioksidan protein-1’e (Atox1) baglandiktan
sonra Golgi aginda lokalize olan P-tip ATPazlara yani ATP7A ve ATP7B genlerine
sunulur (Harris, 2003; Lutsenko ve ark., 2007). Mayalardaki homologu Atx I olan
Atox1, insanda human antioksidan protein homolog-1 (HAH-1) olarakta isimlendirilir
(Harris, 2003; Prohaska ve Gybina, 2004). Normal embriyonik gelisim icin gerekli olan
Atox1, dokularda ATP7A ve ATP7B ile aym1 bolgede eksprese olmasi beklenir. Fakat
bazi dokularda Atox1’in ATP7A ve ATP7B ile ortiismedigi goriiliir (Sekil 3) (Cox ve
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Moore, 2002; Moor ve ark., 2002).

2.2.4.2 Siiperoksit dismutazla ilgili metallosaperon (CCS)
Siiperoksit dismutaz ile ilgili metallosaperon (CCS), siiperoksit radikallerine
kars1 hiicreleri koruyan ve sitoplazmadaki Cu/Zn SOD’a bakir veren metallosaperondur

(Sekil 3) (Harris, 2003; Prohaska ve Gybina, 2004).

2.2.4.3 Sitokrom-c oksidazla ilgili metallosaperon (Cox17)

Sitokrom-c oksidazla ilgili metallosaperon (Cox17), hiicre i¢i solunumda
terminal enzim olarak gorev yapan sitokrom-c oksidazin sentezi i¢in gerekli bakirin
mitokondriye verilmesini saglayan saperondur (Seki 3) (Harris, 2003; Prohaska ve

Gybina, 2004).

Hicre dig

Hilcre Zar

Sitoplazma Cu

Mitakondri

Sekil 3: Hiicre ici bakir metabolizmasinin temel semasi. Cu, Cu® olarak hiicre igine Ctrl
ile alimir ve bakir saperonlar1 olarak bilinen Cox-17, CCS, ve Atox1’ e verilir. Bakir
Cox-17 mitokondrideki sitokrom-c’ye; CCS sitoplazma ve mitokondrideki SOD’a;
Atox1 ise Golgi agindaki ATP7A ve ATP7B’ye tasir. ATP7A ve ATP7B, Golgi
agindan Cu’in transport vezikiilleri ile hiicre disina atilmasini saglar (Rossi ve ark.,
2004’ dan alinmgtir).
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2.2.4.4 Glutasyon

Tripeptid glutasyon (GSH), sadece hiicre i¢i enzim ve proteinlere bakirin
transferini ve baglanmasini saglayan hiicresel bir proteindir. Bakir, hiicreye girer girmez
metallotioneine veya baska bir proteine baglanmadan once, glutasyon ile kompleks
olusturur. Glutasyon, ayrica metallotioneinden bakirin salinmasini, apo-seruloplazmin
ve apo-Cu/Zn SOD’un yenilenmesini de saglar (Harris, 2003; Mehta ve ark., 2006). In
vitro caligmalar glutasyonun, SOD ve hemosiyanin gibi bazi bakira bagli apoenzimlere

de bakiri verdigini, Cu™’i bagladigimi ve Cu*™

yi indirgedigini gostermistir. Glutasyon
hiicre icine bakir dagitimi icin dogrudan gerekmeyebilir, fakat bakiri baglayici
proteinlerin bakir1 baglama giiclerini onarmak icin gerekli olabilir (Harris, 2003;
Tapiero ve ark., 2003; Arredondo ve Nunez, 2005). Glutasyonun bir saperon degil,
hiicrede bakir baglayan bir protein olarak gorev yapatigini bildiren calismalar da vardir

(Mehta ve ark., 20006).

2.2.4.5 Metallotionein

Sisteinden zengin bir protein olan metallotionein, esansiyel olmayan ve asiri
miktardaki esansiyel metallerin detoksifikasyonunda, reaktif oksijen ve nitrojen
tirlerinin zararsiz yapida tutulmasinda, ¢inko (Zn) ve bakirin hiicre i¢i taginmasinda,
bakirin hiicre i¢i konsantrasyonunun korunmasi ve depolanmasinda rol oynadig: bilinir
(Harris, 2003; Ogra ve ark., 2006). Esas olarak karacigerde iiretilip depo edilir ve
gerektiginde kana verilir. Metallotionein’in biosentezini pek ¢ok agir metal iyonlari
(Cu, Zn, Cd, Hg), hormonlar, sitotoksik ve yangisal etkenler, oksidatif ajanlar ve stres
durumlar tetikler (Sekil 3) (Irato ve ark., 2001; West ve ark., 2008).

Bakteri, mantar, bitki ve memelilerden izole edilmis degisik formlar1 bulunur
(Dameron ve Harrison, 1998). Metallotionein’in bilinen dort izoformu vardir (MT-I,
MT-II, MT-1II, MT-IV). Metallotionein -1 ve MT-II merkezi sinir sistemi dahil bir ¢cok
dokuda, MT-III (growth inhibitor faktor olarak da adlandirilir) 6zellikle merkezi sinir
sisteminde, MT-IV ise keratinize epitel dokuda eksprese edilir (Klassen ve ark., 1999;
Hidalgo ve ark., 2001; Formigari ve ark., 2007). Metallotionein’in plasentada bu dort
izoformu da bulunur (Klaassen ve ark., 1999).

Metallotionein-I ve MT-II'in dokulardaki konsantrasyonlar1 prenatal ve

postnatal donemlerde degisir. Dogumda karaciger, bobrek, dalak, kalp, akciger,
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pankreas ve midede MT diizeyleri normale gore oldukca yiiksektir. Dogumdan 3-4 hafta
sonra yetiskin diizeylerine inerler. Beyinde ise prenatal donemde MT konsantrasyonu
normalin yaris1 seviyesindedir. Ayrica bu donemde MT, daha ¢ok cekirdekte eksprese
edilir (Klaassen ve ark., 1999).

Metallotionein’in bakirin ¢ok az bulundugu ortamda SOD1’in aktivitesini devam
ettirmesini saglayabilecegi ve bakir eksikliginde hiicreyi koruyabilecegi ileri siiriiliir
(Ogra ve ark., 2006). Ayn1 dogrultuda, MT hiicre ici bakir1 baglayarak, serbest ve fazla
bakira bagli oksidatif stresi inhibe eder ve sitokrom-c’nin salinmasi ile kaspaz-3’iin
aktivasyonu lizerinden gelisen bakira bagli apoptozisi engeller (Kawai ve ark., 2000).
Bakir zehirlenmesine karst MT in sentezini uyaran ¢inko, dolayli olarak organizmay1

korur (Kawai ve ark., 2000; Irato ve Albergoni, 2005).

2.2.5 Bakirin Hiicreden Atilmasi

Bakirin hiicre disina tasinmasi ve yapisina girdigi enzimlere baglanmasini
saglayan hiicre ici bilesenler, Cu tasiyict P-tip ATPaz ailesinde bulunan ATP7A
(Menkes proteini) ile ATP7B (Wilson proteini) genleridir ve bakir homeostazisinde
onemli bir yere sahiptirler (Langner ve Denk, 2004; Arredondo ve Nunez, 2005; Linz ve
Lutsenko, 2007; Nyasae ve ark., 2007). Bakir homeostazisinde merkez organ
karacigerdir. Bakir homeostazisi duodenumda Ctrl tarafindan bakir absorbsiyonu ve
karacigerden bakirin safraya salinimi asamasinda gerceklesmektedir (Kuo ve ark., 2006;

Lutsenko ve ark., 2007).

2.2.5.1 P-tip ATPazlar: ATP7A ve ATP7B

ATP7A karaciger disindaki dokularda, ATP7B ise karaciger ve daha az miktarda
bobrek, plasenta, beyin, kalp ve akcigerde bulunur (La Fontaine ve Mercer, 2007; Linz
ve Lutsenko, 2007). Her iki transport proteininin birlikte bulundugu organlar olan meme
bezi, plasenta ve purkinje hiicrelerinde gorev paylasimi yaptiklari diisiiniilmektedir
(Lutsenko ve ark., 2007). ATP7A ve ATP7B enzimatik karakterlerine gore Ozdes
degildirler (Barnes ve ark., 2005).

ATP7A ve ATP7B'nin hiicre i¢i yerlesimleri hiicre i¢i bakir konsantrasyonuna
bagh olarak degismektedir (Nyasae ve ark., 2007). Normal sartlarda her iki protein de
Golgi aginda lokalize olur (Wijmenga ve Klomp, 2004; La Fontaine ve Mercer, 2007).
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ATP7A karaciger disindaki dokularda bakira bagh enzimlere (tirozinaz, lizil oksidaz)
bakir1 saglamakla gorevlidir (Lutsenko ve ark., 2007). Karaciger ve beyinde bulunan
ATP7B bakirin seruloplazmine baglanmasini saglar. Ayrica ATP7B hepatositlerde bakir
konsantrasyonu yiikseldiginde bakirin vezikiiller icinde depolanmasinda ya da
karacigerden safraya salinmasinda gorevlidir. ATP7A ve ATP7B sitosolden bakiri
hiicre disina tasirken enerji kullanir (Voskoboinik ve ark, 2001). Demir eksikliginde
bagirsakta ATP7A ekspresyonunun arttigi goriiliir. Bu durum bagirsakta bakirin
tasinmasini artirir ve dolayisiyla bagirsak ve karacigerde bakir birikmesine neden
olmaktadir (Ravia ve ark., 2005)

ATP7A genindeki bozukluk, sistemik bakir eksikligi ile kendini gosteren ve
cocukluk doneminde oOliimle sonuglanan Menkes hastaligina, ATP7B genindeki
mutasyonlar ise Ozellikle karaciger ve beyinde anormal bakir birikimi ile kendini
gosteren Wilson hastaligina neden olur (Weiss ve ark., 2008).

Bakir ayarlayan diger bir faktor olan Copper metabolism gen MURRI domain
containing 1 (COMMDI1) proteini son zamanlarda kesfedilmistir. Gen ismi
MURR1’dir. Yapisinda bakir baglayan bolgeleri tasimayan ve Atoxl ile dogrudan
baglantis1 olmayan MURRI1 geni ATP7B’den safraya bakirin verilmesi i¢in gereklidir.
Bu genin yoklugunda karacigerde anormal diizeyde bakir birikmektedir (Prohaska ve
Gybina, 2004). Cogunlukla Bedlington terrierlerinde goriilen ve otozomal ressessif bir
hastalik olan kopeklerin bakir zehirlenmesinde, hepatositlerin lizozomunda bakir
birikiminin nedeni MURRI1 geninin yoklugudur (Prohaska ve Gybina, 2004; Ogra ve
ark., 2000).

2.3.  BAKIRIN ORGANIZMADAKI GOREVLERI

Memeli organizmalarinda bakir bir¢ok enzimin yapisina girer ve bircogunda
kofaktorii olarak gorev yapar (Tapiero ve ark., 2003). Bunlardan bazilari:

Sitokrom-c oksidaz: Mitokondride elektron tasinmasinda gorevlidir.

Cu/Zn SOD: Serbest radikallerin detoksifikasyonu saglar.

Metallotionein: Fe™ haric diger iki degerlikli metallerin depolanmasinda
gorevlidir.

Seruloplazmin (hiicre dis1): Kanda demir ve bakiri tasiyan proteinlerdendir ayni

zamanda demir indirgeyicidir.
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Protein-lizil-6-oksidaz: Yapisinda bakir bulunan kollajen ve elastinin ¢apraz bag
olusturmasini saglayan enzimdir.

Tirozin (katekol oksidaz): Melanin sentezlenmesini saglar.

Dopamin-B-monooksijenaz: Katekolaminlerin iiretilmesinde gorevlidir.

Diamin oksidaz: Histamin ve poliaminlerin inaktivasyonu (hiicre i¢i ve hiicre
dis1) saglar.

Amin oksidaz (hiicre dis1): Histamin, tiramin, dopamin ve serotonin’in (?)
inaktivasyonunda gorevlidir.

Peptidilglisin monooksijenaz: Peptid hormonlarin aktive eder.

Hafaestin: Entrositlerin Golgi aginda lokalize olan, seruloplazmine benzer
fonksiyona sahip bir ferrooksidazdir.

CMGP (Cartilage matrix glycoprotein): Kondrosit ve goz siliar epitelinde
bulunan, seruloplazmine benzer fonksiyona sahip bir ferroksidaz-aminoksidazdir.

B- amiloid prekiirsor protein: Normal fonksiyonu heniiz bilinmemektedir.

Hiicresel prion protein: ROS’a karsi koruyucu oldugu ileri siiriilen yapisinda
bakir bulunan proteindir ve SOD’a benzer aktiviteye sahiptir.

Angiogenin: Kan damar1 olusumunu saglar.

Kan pihtilasma faktorii V ve VIII: Kani pihtilasmasinda gorev alir (Tapiero ve
ark., 2003).

2.4. BAKIR ZEHIRLENMESI

Normal bakir homeostazisinin bozulmasi veya metabolik ihtiya¢larin iistiinde
bakir birikimi, bakir zehirlenmesine neden olur. Kalitsal metabolik bozukluk nedeniyle
olusan bakir zehirlenmesi primer, asir1 bakir alimi1 ya da bakir atiliminin azalmasindan
kaynaklanan zehirlenme ise sekonder bakir zehirlenmesi olarak siniflandirilmaktadir
(Fuentealba ve Aburto, 2003). Memeli hiicreleri kendilerini bakir zehirlenmesinden
korunmak i¢in cesitli mekanizmalar gelistirmislerdir. Hiicre, disardan bakir alimini
azaltarak veya hiicre i¢indeki fazla bakir1 ya P-tip ATPaz pompasiyla disar1 atarak ya da
intraselliiler selat olusturarak zehirlenmeyi sinirlandirmaya ¢alismaktadir (Dameron ve

Harrison, 1998).



15

2.4.1 Primer Bakir Zehirlenmesi

Bakir depolamasindaki kalitsal bozukluklar primer bakir zehirlenmesi olarak
ifade edilir. Insanlarda Wilson hastaliginda goriilen bu zehirlenmeye, Long Evans
Cinnamon ratlar1 (LEC), toksik milk mouse, Bedlington ve West Highland White

Terrierleri gibi hayvanlar da duyarlilik gostermektedir (Fuentealba ve Aburto, 2003).

2.4.1.1 Wilson hastalig

Otozomal resesif bir genin kodladigi Wilson hastaligi, oncelikle karacigerde
daha sonra sirasiyla bobrek, beyin, kornea ve meme bezinde bakir birikmesi ile
karakterize yetiskinlere 0zgii bir hastaliktir. Karacigerde bakir birikimi seruloplazmine
veya safraya bakirin tasinmasindaki bir bozukluktan kaynaklanir (Strausak ve ark.,
2001; Langner ve Denk, 2004). Wilson hastaligi, hiicrede Golgi ag1 ve endozomlarda
lokalize olan bakir tasiyici P-tip ATPaz familyasina ait ATP7B genindeki bozukluk
nedeni ile olusur (Fuentealba ve Aburto, 2003; Langner ve Denk, 2004). Wilson
hastaligi, yetiskinlerde norolojik semptomlar olustururken cocuklarda hafif karaciger
problemlerine neden olur (Waggoner ve ark., 1999; Harris, 2003; Langner ve Denk,
2004).

Hastalikta histopatolojik olarak, beynin beyaz maddesinde demyelinasyon ve
astrositik hiperplazi belirgindir (Strausak ve ark., 2001). Norolojik Wilson hastalig1 i¢in
spesifik olan yap1 Kayser-Fleischer halkasidir. Bu halka, korneanin desement
membraninda bakir ve siilfiirden zengin graniillerin birikimiyle olusan altin sarisi-
kahve renkli bir yapidir (Tapiero ve ark., 2003). Wilson hastaligi, karacigerde periportal
hepatositlerin ¢ekirdeginde glikojen birikimi, steatozisten siroza kadar ilerleyici bir
ozellik gosterir. Bazi hastalarda portal lenfohistiositik hiicre infiltrasyonu goriiliirken,
bazilarinda hepatositlerde balonumsu siskinlik, Mallory cisimcikleri, hepatositlerde
anizositozis ve cekirdeklerinde anizoniikleozis vardir. Portal ve periportal bolgelerdeki
fibrozis genisleme egilimindedir ve kisa zamanda siroza doniisiir (Langner ve Denk,

2004).
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2.4.1.2 Wilson hastaliZimin hayvan modelleri

Bedlington terrierlerinde goriillen bakir zehirlenmesi: Bedlington
Terrierlerinin kalitsal bakir zehirlenmesi Cu-ATPaz’1 olan ATP7B genindeki bozukluk
nedeniyle safraya bakir atiliminin azalmasindan dolayr karacigerde asir1 bakir birikimi
ve sirozla sonuglanan bir bozukluktur (Haris, 2003; Tapiero ve ark., 2003). Bakir
zehirlenmesi sadece ATP7B genindeki bozukluktan degil, ayn1 zamanda kopeklerin 10.
kromozomunda bulunan COMMDI genindeki bozukluktan da kaynaklanmaktadir
(Harris, 2003; Forman ve ark., 2005).

Klinik olarak; depresyon, anoreksi, letarji ve kusmanin goriildiigii Bedlington
Terrierlerde mikroskobik olarak; baslangicta karacigerde periasiner hepatositlerde
kahve renkli graniiller seklinde bakir birikimleri dikkati c¢eker. Daha sonra
hepatoselliiler dejenerasyon odaklari, nekroz ve periportal bolgelerde notrofil, lenfosit
ve plazma hiicre infiltrasyonlar1 goriiliir. Norolojik hasar ile korneanin desement
membraninda bakir ve siilfiirden zengin graniillerin birikimiyle karakterize altin sarisi-
kahve renkli Kayser-Fleischer halkasinin olusmamasi ve seruloplazmin diizeyinin
degismemesi bu hastaligrt Wilson hastaligindan ayirir (Fuentealba ve Aburto, 2003).

Benzer kalitsal bakir depolama bozukluguna West Highland White Terierlerinde
de rastlanir (Fuentealba ve Aburto, 2003; Jubb ve ark., 2007).

Toksik milk mouse: ATP7B genindeki bir defektin neden oldugu toksik milk
mouse, karacigerde siddetli bakir birikimine ve yeni dogan yavrunun bakirdan mahrum
kalmasina sebep olan bozukluktur. Yeni doganlarda kisa siirede Oliim goriilmesine
ragmen kurtulanlarda karacigerde nodiiler fibrozis, safra duktuslarinda hiperplazi ve
portal bolgelerde lenfositik hiicre infiltrasyonu dikkati ¢eker (Fuentealba ve Aburto,
2003; Harris, 2003; Langner ve Denk, 2004).

Long evans cinnamon ratlarinda goriilen bakir zehirlenmesi: Long Evans
Cinnamon ratlarinda olusan bakir zehirlenmesi, seruloplazmin ile bakirin birlesme
eksikligi ya da bakirin safra yoluyla atilimindaki bozukluktan kaynaklandig diisiiniiliir.
LEC ratlarinda klinik olarak sarilik goriilir ve oliim ile sonuglanir (Harris, 2003).
Histolojik olarak erken donemlerde hepatoselliiler karyomegali, cok sayida Councilman
cisimcikleri, masif nekroz, hepatositlerde mitoz ve apoptozis goze ¢arpar. Bu donemi
atlatan ratlarda kronik hepatitis, kolangiofibrozis, neoplastik nodiiller ve hepatoselliiler

karsinom gelisir (Langner ve Denk, 2004).
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2.4.1.3 Wilson hastalig1 disindaki bakir zehirlenmesi

Insanlarda bebek ve ¢ocukluk doneminde karacigerde bakir birikimi nedeniyle
olusan hastaliklar, Hindistan ¢ocukluk donemi sirozu, idiopatik bakir zehirlenmesi ve
endemik Tyrolean ¢ocukluk donemi sirozu bu grupta yer alan hastaliklardir. Kuzey
Ronaldsay koyunlarinda goriilen bozukluklar Hindistan ¢ocukluk donemi sirozu ile
biiyiik benzerlikler gosterir. Klinik ve patolojik olarak ayirt edilemeyen bu hastaliklar,
hayat1 tehdit eder ve belirgin periselliiler fibrozis, hepatositlerde balonumsu siskinlik,
Mallory cisimcikleri ve sirozla karakterizedir. Bahsedilen iki hastaliin etiyolojisini,
ekzojen bakir ve genetik predispozisyon olusturur (Harris, 2003; Simpson ve ark.,
2006).

Kuzey Ronaldsay koyunlarmmin bakir zehirlenmesi: Kuzey Ronaldsay adasina
0zgii olan bu koyun 1rki bakirdan yoksun gida ile 6zellikle su yosunlariyla beslenir.
Bakira ¢ok duyarli olan bu koyunlar diger koyun irklarindan daha fazla bakir1 absorbe
etme Ozelligine sahiptirler. Kuzey Ronaldsay koyunlarimin bakir zehirlenmesi,
patomorfolojik olarak diger koyunlarin bakir zehirlenmesinden farkli olup, yeni
doganlarin hepatik bakir zehirlenmesinin benzeridir. Mikroskobik olarak panlobiiler
periselliiler fibrozisten aktif hepatitise ve siroza kadar degisen lezyonlar dikkati ceker
(Fuentealba ve Aburto, 2003; Harris, 2003; Langner ve Denk, 2004; Simpson ve ark.,
2006).

2.4.1.4 Baz tiirlerde bakir birikimine eslik eden primer bilier siroz

Primer bilier siroz, kronik ve progresif seyirli, 6ldiiriicii bir sirozdur. Nedeni tam
olarak bilinmeyen bu hastaligin immun nedenlerden kaynaklanabilecegi diisiilmektedir.
Bu hastalikta goriilen bakir birikimi hi¢cbir zaman kalitsal bakir depo hastaliklarindaki
diizeylere ulasmaz (Fuentealba ve Aburto, 2003).

Doberman pinscher’larin kronik hepatitisi: Daha cok orta yasli ve
kisirlagtirilmis disi Doberman pinscher’larda goriilen kronik aktif hepatitis, kolestazis
ve sirozla karakterize bir hastaliktir. Hastaligin sebepleri tam olarak belirlenememis
olmasina ragmen bakir birikiminin sentroasiner bolgede olmasi hastaligin immun

nedenli olabilecegini akla getirmektedir (Fuentealba ve Aburto, 2003).
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Skye terrier hepatitisi: Skye terrier hepatitisi, hepatoselliiler dejenerasyon,
intrakanalikiiler kolestazis ve periasiner bakir birikimiyle karakterize bir hastaliktir. Bu
hastalik cogunlukla sirozla sonuglanir. Sebebi tam olarak bilinmeyen Skye terrier
hepatitisi periasiner bolgedeki hepatositlerde membran aktarim ve tasinma sistemindeki
bozukluktan kaynaklanabilir (Fuentealba ve Aburto, 2003).

Feline kolangiohepatitis kompleksi: Etiyoloji ve patogenezi tam olarak
anlasilmamis olan bu hastalik, kedilerin non-supuratif kolangiohepatitisidir.
Mikroskobik olarak, portal bolgede lenfositik ve plazmasitik infiltrasyon, portal
hepatositlerde bakir graniilleri, safra duktus hiperplazisi ve portal bolgede fibrozis ile

karakterizedir (Fuentealba ve Aburto, 2003).

2.4.2 Sekonder Bakir Zehirlenmesi

Veteriner hekimlikte antelmentik olarak, tarimda ise meyve agaclarindaki
paraziter mantarlara karsi kullanilan bakir siilfat, sekonder bakir zehirlenmesinin en
onemli kaynagidir. Bakir siilfatla kirlenmis su ve bitkilerin hayvanlar tarafindan
yenmesi bakir zehirlenmesine yol agar. Diyetteki bakir emilimini engelleyen ya da
azaltan bazi mineral ve bilesiklerin eksikligi de bakir zehirlenmesine neden olur.
Molibden ve siilfattan yetersiz, bakirt fazla hazirlanan rasyonla beslenen hayvanlarda
bakir zehirlenmesi goriiliir. Diger taraftan bakir birikimine neden olan Heliotropium
europpoeum gibi pirolizidin alkaloidleri, Trifolium subterraneum ve yeralt1 yoncasi da
kronik bakir zehirlenmesine neden olur (Kaya ve ark., 2002; Jubb ve ark., 2007).

Akut bakir zehirlenmesi yiiksek dozda eriyebilir bakir tuzlarinin alinmasiyla,
kronik zehirlenme ise bakirdan zengin topraklarda yasayan hayvanlarda uzun siire az
miktarda bakir tuzlarinin alinmasiyla olusur. Kronik zehirlenmede kiimiilatif bir birikim
s0z konusudur ve bir siire sonra akut hastalik tablosu ortaya c¢ikar. Bakir
zehirlenmesinin mekanizmasi, oksidatif hasarin neden oldugu hepatosit membranindaki
lipid peroksidasyonu ve eritrositlerde hemoglobin denaturasyonudur (Sullivan ve ark.,
1991). Koyunlar erigkin sigir ve domuzlardan daha duyarlidir (Jones ve ark., 1997;
Haziroglu ve Milli, 2000; Kaya ve ark., 2002; Fuentealba ve Aburto, 2003; Jubb ve ark.,
2007).

Akut zehirlenmede; abdominal sanci, siddetli ishal ve kusma goriiliir. Digk1 ve

kusmukta mukus vardir ve karakteristik olarak yesil-mavi renktedir. Viicut 1sis1 diiser,
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kalp atimi hizlanir ve siddetli sok tablosuyla birlikte kollaps ve olim olusur.
Histopatolojik olarak; koyunlarda erozyon ve iilserlerle karakterize hemorajik 6dematoz
abomazitis olusur (Jones ve ark., 1997; Haziroglu ve Milli, 2000; Jubb ve ark., 2007).

Kronik zehirlenmede; gevisgetirenlerde istahsizlik, susuzluk, hemoglobiniiri ve
ikterus sekillenir. Kisa siirede hayvanlar oliir (Sullivan ve ark., 1991; Haziroglu ve
Milli, 2000). Damar i¢i hemoliz varsa, kronik zehirlenmenin karakteristik bulgular
olusur. Karaciger biiyiir, gevrek kivamdadir ve sarimsi-kahve renk alir. Safra koyu
renkte ve graniiler yapidadir. Dalak biiyiir, yumusak kivamda ve koyu renktedir.
Bobrekler siskin ve koyu renkli olup, idrar hemoglobiniiriye bagl olarak koyu kirmizi
renk alir (Jones ve ark., 1997; Jubb ve ark., 2007).

Bakir, hepatositlerin lizozomlarinda biriktigi icin lizozomlarin membran
biitiinliigii bozulur. Bakir ve hidrolazlar hiicrede yikima yol acar ve karacigerde
apoptozis artar. Hepatositler siskindir ve ¢ekirdekleri vezikiiler bir hal alir. Mitoz orani
artar. Sinuzoidler ve damar cevresindeki stromada makrofajlarda artis vardir. Bu
hiicrelerde lipofuksin yapisinda eozinofilik, graniiler artiklar bulunur. Olen hiicrelerden
serbest kalan bakir yiiksek mitoz etkinligi ile olusan yeni hepatositlerce alinir.
Hepatositlerdeki kayip orani yenilenme oranini asarsa plazmada bakir diizeyi yiikselir.
Karacigerdeki depolardan fazla miktarda bakirin kana salinmasi sonucu eritrositlerin
yikimina bagl olarak akut intravaskiiler hemoliz olusur. Hemoliz hepatositlerde nekroz
sekillenmesini artirir, boylece dolagima daha fazla bakir girer. Hemoliz atagi 2-6 giin
siirer ve Heinz cisimcigi olusumu, hemoglobinemi ve hemoglobiniiri ile sonuglanir.
Bakirin tasiyici protein kapasitesinden fazla miktarda plazmaya aniden verilmesi,
eritrositlerin antioksidan sistemini bitirir ve globin denaturasyonu sekillenerek Heinz
cisimcigi olusur. Hematolojik olarak; hemotokrit %60 veya daha fazla oranda aniden
artar. Hemoliz siiresince belirgin anizositozis, polikromazili poikilositoz ile Howell-
Jolly cisimcikleri ve rubisitlere rastlanir. Eger 6liim olmazsa retikiilositozis iyilesmenin
basladigim1 gosterir. Hemoglobiniiriye bagli olarak hemoglobin proksimal tubul
epitellerinde birikerek bobrekte hemoglobiniirik nefrozise neden olur (Sullivan ve ark.,
1991; Jones ve ark., 1997; Haziroglu ve Milli, 2000; Aburto ve ark., 2001; Fuentealba
ve Aburto, 2003; Jubb ve ark., 2007).

Sekonder bakir zehirlenmesi; fitojen ve hepatojen kronik bakir zehirlenmesi

seklinde iki formda goriiliir. Fitojen zehirlenmede bakir alimi normaldir ancak bazi
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bitkilere bagli olarak bakir retensiyonu olusur. Fitojen zehirlenmeye 6zellikle tirfil (7.
subterraneum) bulunan meralarda otlayan koyunlarda rastlanmistir. Kronik bakir
zehirlenmesinde oldugu gibi hemolize rastlanir. Ciddi bakir birikimine neden olan H.
europpoeum gibi hepatotoksik etkili pirolizidin alkaloidlerini igeren bitkilerin
bulundugu meralarda 2-5 ay otlayan hayvanlarda hepatojen bakir zehirlenmesi olusur.
Yeni doganlar pirolizidin alkaloidlerine daha fazla duyarlidirlar. Kontamine meralarda
otlayan ineklerin siitleriyle yavruya gecen pirolizidin alkaloidleri yeni doganlarda siroza
ve bakir birikimine yol acar (Aston ve ark., 1998; Haziroglu ve Milli, 2000).

Etkilenen hayvanlarda gelisim geriligi, ileri derecede zayiflama, asites, hafif
sartlik ve sinirsel bulgulara rastlanir. Makroskobik olarak; karaciger fibrotik ve
solgundur, ileri donemlerde ince nodiiler goriiniim alir. Mikroskobik olarak; en
karakteristik bulgu hepatositlerin cogunda ¢ok sayida sari-esmer renkte graniiliin ve
Kupffer hiicrelerinde koyu renkte pigmentlerin bulunmasidir. Karacigerde kronik
hepatitis sekillenir; periportal araliklarda hafif yangisal hiicre topluluklarina ve belirgin
nekroz odaklarina rastlanir. Fibrozis portal ya da diffuz tipte olup, hepatositler genelde

yag kapsar (Jones ve ark., 1997; Haziroglu ve Milli, 2000; Jubb ve ark., 2007).

2.5. BAKIR ZEHIRLENMESININ MOLEKULER MEKANIZMASI

Bakir zehirlenmesinin molekiiler mekanizmasini agiklayan birkag¢ teori vardir.
Bunlardan biri, bakirin lizozom membraninda lipid peroksidasyonuna neden olarak
hidrolitik enzimlerin salinmasi sonucu sitotoksik etki olugturmasidir (Lindquist 1968;
Gooneratne ve ark. 1980). Pourahmat ve ark, (2001) bu teoride bakirin sitotoksik
etkisinin hiicrelerde lipid, niikleik asit ve proteinlere hasar veren ROS’nin olusmasina
neden olmasindan kaynaklandigim1 bildirmektedir. Ikinci teori; bakirin ©6nce
hepotositlerin lizozomunda, ilerleyen donemlerde hepotositlerin ¢ekirdeginde birikerek
lizozom frajilitesini  arttirmasi, ayrica c¢ekirdek yapisint  bozmasidir. Bakar,
hepotositlerdeki lizozomlar yirtilmasa bile ¢ekirdegi hasara ugratir (Haywood ve ark.,
1985; Fuentealba ve Haywood, 1988; Fuentealba ve ark., 1989). Diger bir teori ise;
bakirin hiicredeki mitokondri membranini hedef olarak secmesi ve trikarboksilik asit
siklusundaki enzimler ile enerji metabolizmasim1 bozarak hiicreyi zehirlenmeye
gotiirmesidir (Saris ve Skulski, 1991; Arciello ve ark., 2005; Sheline ve Choi, 2004).

Canlilarin bakira olan duyarliligindaki farkliligin molekiiler temeli tam olarak



21

anlagilamamistir. Bu, bakirin absorbsiyon orani, tasinmasi, safrayla atilmasi,
hepatositlerde bakirin depolanmasi ve kimyasal reaktivitesi gibi etkenlere bagli olabilir
(Stohs ve Bagchi, 1995; Ke ve ark., 2008). Memeli hiicreleri bakir zehirlenmesinden
korunmak i¢in cesitli mekanizmalar gelistirmistir. Bu mekanizmalar baslica, hiicrenin
disaridan bakir alimim azaltmasi ya da hiicre icindeki fazla bakirn P-tip ATPaz
pompalariyla disar1 atmasidir. Ayrica hiicreler intraselliiler fazla bakiri siilfidlerle
birlestirerek selatlar olusturmak suretiyle, bakir1 organeller i¢inde depolayarak ya da
MT’e baglayarak zehirlenmeyi onlemeye calisirlar (Dameron ve Harrison, 1998). Hiicre
icinde fazla miktarda bakir biriktiginde, intraselliiler antioksidanlarin azaldigr ve
aktivitelerinin inhibe edildigi, ROS’nin [siiperoksit radikali (O;"), hidroksil radikali
(OH’), hidrojen peroksit (H,O,), nitrik oksit (NO)] daha fazla iiretildigi bildirilmektedir
(Formigari ve ark., 2007).

2.5.1 Bakir Zehirlenmesinin Neden Oldugu Reaktif Oksijen Tiirleri ve

Koruyucu Mekanizmalar

2.5.1.1 Bakir zehirlenmesinin neden oldugu reaktif oksijen tiirleri

Serbest bakir iyonlar1 ROS olusmasina neden olan oksidasyon ve rediiksiyon
reaksiyonlarina katilir. Cu*? stiperoksit radikali veya askorbik asit gibi indirgeyici
ajanlarin varliginda Cu®’e indirgenir. Bakirin indirgenme reksiyonlar1 olan Fenton ve
Haber-Weiss Reksiyonlart H,O,, OH’, olusmasini1 katalize eder (Lloyd ve ark., 1997;
Bremner, 1998; Valko ve ark., 2005).

0, +Cu™” — 0,,Cu*

Cu*+ H,0,— Cu™+ OH +OH"  (Fenton Reaksiyonu)

Cu*+ H,0,— Cu™ + H,O+ OH  (Haber-Weiss Reksiyonu)
OH’ bilinen en giiclii oksidan radikalidir ve tiim biyolojik molekiillerle reaksiyona
girebilme yetenegine sahiptir. Serbest yag asitleri ve Ozellikle tiyollerle reaksiyona
girerek yeni radikallerin olugmasina neden olur. Olusan ROS, hiicre membran1 ve
organellerinin yapisinda bulunan lipid, protein ve niikleik asitlerin hasarina ve kalsiyum
(Ca) homeostasisinin bozulmasina neden olur (Stohs ve Bagchi, 1995; Bremner, 1998;

Gaetke ve Chow, 2003; Valko ve ark., 2005; Rana, 2008).



22

2.5.1.2 Siiperoksit dismutaz

Siiperoksit dismutaz yapisinda metal bulunan antioksidan ozellige sahip bir
enzimdir. ROS’nin detoksifikasyonunda cok onemli yere sahiptir. SOD, siiperoksit
anyonunun hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalize eder.
Memelilerde bilinen ii¢ izomeri vardir. SOD1 sitoplazmada bol bulunur ve prostetik
grup olarak Cu-Zn icerir. ikinci izomeri olan SOD2 mitokondride bulunur ve prostetik
grup olarak Mn tasir. Uciincii izomeri ise SOD3'tiir, hiicre disinda bulunur ve hiicre
yiizeyine tutunabilir. SOD3’{in heparan siilfata olan affinitelerine gore degisen ii¢ formu
vardir (Johnson ve Giulivi, 2005). SOD1 geninde olusan mutasyonlar insanda ailesel
amiyotropik lateral sklerosiz olarak adlandirilan motor neuronlarda neurodejenerasyona
bagh olarak kas atrofisi ve ilerleyici paraliz ile seyreden hastaliga neden olur (Johnson

ve Giulivi, 2005; Mehta ve ark., 2006).

2.5.2 Bakir Zehirlenmesine Bagh Hiicre Oliim Sekilleri
Metal zehirlenmesinde bildirilen iki hiicre 6liim sekli vardir. Bunlar nekroz ve

apoptozistir.

2.5.2.1 Nekroz

Nekrozda ani ve siddetli bir hiicre hasar1 s6z konusudur. Iskemi, fiziksel ve
kimyasal travmalar ve enfeksiyon etkenleri sonucunda sekillenebilir. Hiicredeki denge
aniden bozulur, sitoplazma, organeller ve en 6nemlisi hiicre membran1 hasar goriir.
Mitokondri fonksiyonlar1 bozularak enerji tiretemez, hiicre membran1 osmotik basinci
ayarlayamadig i¢in ekstraselliiler siv1 hiicre i¢ine girer (Kumar ve ark, 1995). Nekroza
giden hiicrenin sitoplazmasi siser, mitokondride vakuolizasyon, niiklear piknozis ve
hiicre zarinin biitiinliigiiniin bozulmasiyla birlikte hiicre igerigi ve lizozomal enzimler
etrafa yayilir. Sonugcta hiicre lize olur ve etrafinda yangi baslar. Nekroz gruplar halinde
hiicreleri etkiler (Kumar ve ark., 1995; Erer ve ark., 2000; Sabolic, 2006; Aydin, 2008).
Fazla bakirin hepotositlerin lizozomlarinda ve ilerleyen donemlerde cekirdeginde
birikerek ya lizozomlarin yirtilmas:t sonucu enzimler ile ve/veya c¢ekirdegin
parcalanmasi sonucu hiicrenin nekrozuna neden oldugu bildirilmektedir (Fuentealba ve

Haywood, 1988).
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2.5.2.2 Apoptozis

Organizmanin biitiinliigli ve homeostazisi, hiicre ¢ogalmasit ve farklilagmasi
yaninda hiicre oliimii ile saglanir. Yiiksek organizmalarda hiicreler kendilerini yok
edecek genetik bir diizenege sahiptirler. Yasli, hasar gormiis ya da anormal bir hiicre
apoptozis olarak adlandirilan yangisal olmayan ve enerji gerektiren bir yolla 6liime
gider. Baslangicta biiziisme nekrozu olarak bilinen apopitozis terimi ilk kez Kerr ve ark.
(1972) tarafindan Yunanca sonbaharda agaclardan ve ¢iceklerden yapraklarin dokiilmesi
anlamina gelen “apo-ptosis” kelimelerinden tiiretilmistir. Apoptozis fizyolojik ya da
patolojik kosullarda gozlenen, basladiktan sonra hizli gelisen ve genler tarafindan
diizenlenen, morfolojik degisikliklere dayanan biyolojik bir fenomendir (Kerr ve ark,
1972).

Programli hiicre oliimii fizyolojik olarak sekillendigi kadar bazi viral
infeksiyonlar, iskemik kalp hastaliklar1 yaninda, ROS, bazi metaller (Cu, Fe, Hg, Cd),
hiperglisemi, iyonize radyasyon, pestisitler (DDT, endosiilfan vb), bazi ilaglar
(Cisplatin, AktinomisinD vb) gibi nedenlerle de patolojik olarak olusmaktadir (Solary
ve ark., 1996; Anderson ve ark., 1999; Kanan ve Jain, 2000, Elmore, 2007).

Apoptozisdeki morfolojik degisiklikler: Apoptozis’e ugrayan hiicreler RNA ve
protein sentezini durdurur ve komsu hiicrelerle baglarim keser. Hiicre yiizeyindeki
mikrovilluslar kaybolur ve diger hiicrelerle yaptiklart baglantilar ortadan kalkar.
Apoptotik hiicre cevresindeki diger hiicrelere gore daha kiigiik ve sitoplazmasi daha
yogundur. Hiicre zari biitiinliglinii korudugu icin yangisal reaksiyon olusturmaz.
Apoptozise ugrayan hiicrenin ¢ekirdegi biiziiliir, kromatini yogunlasir ve genomik
DNA’s1 partikiiller halinde pargalara ayrilir. Bu hiicrelerin hiicre membrani kabarcikli,
sitoplazmasi vakuollii bir goriiniim alir. Kiiciik sitoplazmik vakuoller i¢inde ¢ekirdek
parcaciklarinin bulundugu apoptotik cisimcikler olusur. Apoptotik hiicrelerin yiizeyinde
bulunan fosfatidilserin makrofajlarca taninmasini kolaylastirir (Kerr ve ark., 1972;
Fadok ve ark., 1992; Kumar ve ark., 1995). Apoptotik cisimlerin komsu hiicreler ve
makrofajlar tarafindan fagosite edilmeleri sirasinda proteolitik enzim veya toksik
siiperoksitler salinmadi i¢in yangiya neden olmaz. Bu sayede etraftaki hiicreler hasar
gormezler (Kerr ve ark., 1972; Anderson ve ark.,1999; Sabolic, 2006).

Apoptozisin genetik kontrolii: (Ced-3 geni): Ellis ve Horvitz, (1986)

Ceanorrhabditis elegans isimli seffaf solucanda yaptiklari ¢alismalarda programli hiicre
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Olimiiniin ced (Ceanorrhabditis elegans death) olarak adlandirilan genler ile kontrol
edildigini bulmuslardir. Ced-3 geni’nin memelilerdeki homologu kaspazlar (caspase)
olup bunlar sistein proteazlaridir ve aspartik asitten sonraki peptid bagimi kirarlar
(Metzstein ve ark., 1998). Hiicrede inaktif olarak bulunurlar ve uyar1 aldiklarinda
birbirlerini aktiflestirirler. Memelilerde su an bilinen 14 kaspaz vardir (Mirkes, 2002).

Kaspazlar fonksiyonlarina gore ii¢ gruba ayrilabilir. Grup 1 kaspazlar, kaspaz -
1,-4,-5,-11,-12,-13,-14’diir. Bunlar apoptozisde degil proinflamatuar sitokinlerin
yonlendirilmesinde gorev alirlar. Grup 2 kaspazlar, kaspaz -2, -8, -9, -10 olup
apoptozisin baslamasinda rol alarak kaspazlar diizenlerler. Grup 3 kaspazlar, kaspaz -
3,-6,-7’dir ve efektor kaspaz olarak bilinirler. Bunlar ise selliiler proteinlerin enzimatik
olarak parcalanmasinda anahtar rol oynayarak hiicrenin 6lmesini saglarlar (Cohen,1997;
Mirkes, 2002). Grup 2 ve 3’teki kaspazlar tiim hiicrelerde inaktif proenzimler olarak
bulunur. Apoptotik bir uyari, hiicre icinde Ca* artisina neden olmakta ve/veya cAMP
gibi hiicre i¢i ikincil habercileri aktive etmektedir. Bu da cascade (selale) olarak
isimlendirilen ve tam olarak agiklanamayan pek cok basamagi aktive etmektedir.
Ornegin; sitoplazmik Ca*? miktarinda hafif artis c-fas, c-myc ve 1s1 sok proteini gibi
yeni mRNA basamaklarimi harekete gecirir. Ayrica, apoptoziste etkili endoniikleaz,
transglutaminaz gibi enzimleri de aktive eder. Bu enzimler, kromatinde parcalanmaya,
hiicre iskeletinde ve sitoplazmik proteinlerde bozulmalara neden olur (Mirkes, 2002).

Apoptozis mekanizmalari: Apoptozisi baslatan {ic temel uyar1 mekanizmasi
belirlenmistir (Vermeulen ve ark., 2005).

a. I uyaranlar ile (mitokondri bagli) apoptozis mekanizmasi

b. Dis uyaranlar ile (reseptore bagli) apoptozis mekanizmasi

c. Endoplazmik retikulum aracili apoptozis mekanizmasi

a. I¢ uyaranlar ile (mitokondri bagh) apoptosis mekanizmasi

Mitokondri, apoptozisi baslatan yollarin kesistigi organeldir. Mitokondri normal
sartlarda ATP iiretmek i¢in sitokrom-c ihtiva eder. Sitokrom-c’nin salinim mekanizmasi
konusundaki bilgiler heniiz kesin degildir. Mitokondri membraninda porlar (PTP:
permeability transition pore) vardir. PTP, Ca*> ve Mg™ gibi iyonlar, protonlar,
ADP/ATP konsantrasyonu, mitokondrial membran potansiyeli ve Bcl-2 proteinlerinin
yap1 ve fonksiyonlarinda olusan degisikliklerden etkilenir. Oliim uyaris1 Bcl-2’ye

ulastiginda mitokondri i¢ ve dis zarlarinda permeabilitenin artmasina, boylece sitokrom-
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c’nin sitosole salinmasina neden olur. Sitokrom-c, Apaf-1 (Apoptotic protease
activating factorl) ve prokaspaz-9 birleserek apoptozom kompleksini olustururlar. Aktif
kaspaz-9 da kaspaz-3’ii aktive ederek diger kaspaz selalesinin tetiklenmesini saglar
(Sekil 4) (Kanan ve Jain, 2000; Mirkes, 2002; Vermeulen ve ark., 2005; Chipuk ve
Green, 2008).

b. Dis uyaranlar ile (reseptore bagh) apoptosis mekanizmasi

Hiicre membraninda dis apoptozis uyaranlarim1 alan TNF (Tumour receptor
superfamily) ailesine ait reseptorler bulunur. Bu ailede Fas (Apo-1 veya CD95), TNF-
R1, DR 3-6 (death reseptor 3-6) reseptorleri bulunur. Fas’in Fas ligand (FasL) ile, TNF-
R1’in TNF-a ile baglanmasi sonucunda kaspaz-8’i aktive eden uyaranlar sitoplazmaya
gecer. Reseptorlerin sitoplazmik boliimlerinde bulunan 6liim bolgeleri FADD (Fas—
associated death domain protein) dogrudan, TRADD (TNF- associated death domain
protein) ise FADD ile etkilesime girerek prokaspaz-8’in aktif kaspaz-8’e doniismesini

saglar (Mirkes, 2002; Vemeulen ve ark., 2005).
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Sekil 4: i¢ uyaranlar ile (mitokondri aracili) apoptosis mekanizmasi (Mirkes, 2002’ den
alinmistir)
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Sekil 5: Dis uyaranlar ile (reseptor aracili) apoptosis mekanizmasi (Mirkes, 2002’den
alinmistir)

Aktif kaspaz-8 ise pro-apoptotik Bcl-2 ailesinden Bid ile etkilesime girerek mitokondri
zar permeabilitesini bozup sitoktrom- c’nin sitosole salinmasini saglar ve kaspaz
selalesinin aktive olmasina neden olur (Sekil 5) (Li ve ark., 1998).

c. Endoplazmik retikulum aracili apoptozis mekanizmasi

Endoplazmik retikulum (ER), Ca* depolayan, hiicre i¢i Ca** dengesini saglayan
ve protein sentezini diizenleyen kritik 6neme sahip bir organeldir. ER’'un membraninda

+25

apoptotik proteinler olan kaspaz-12 ve Bap31 ile Ca™u diizenlemekle gorevli olan
kalneksin ve kalretikulin saperonlar1 vardir. Endoplazmik retikulum {iizerinde lokalize
olan kaspaz-12, ER’da Ca homeostazisinin bozulmasi ve fazla miktarda protein
birikmesi ER stresinin olusmasina ve sonucta hiicrenin apoptozisine neden olur

(Nakagawa ve ark., 2000; Groenendyk ve Michalak, 2005).
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2.5.3 Bakir Zehirlenmesi ve Apoptozis

Hiicrede serbest oksijen radikallerinin mitokondri, mikrozom, peroksizom ve
lizozomlar tarafindan iiretildigi bilinmektedir (Richter ve ark., 1995; Anderson ve ark.,
1999; Pourahmad ve ark., 2001; Pourahmad ve ark., 2003). Fazla bakir serbest oksijen
radikallerinin {iretimini tetikleyerek oksidatif strese neden olur (Rossi ve ark., 2004;
Formigari ve ark., 2007). Serbest radikallerin hiicredeki en ©nemli kaynagi olan
mitokondri ayn1 zamanda serbest radikallerin ilk hedefidir (Pourahmad ve ark., 2003).
Serbest radikaller mitokondrial membranda lipid peroksidasyonuna neden olurlar
(Sokol ve ark., 1990; Saris ve Skulski, 1991; Richter ve ark., 1995; Siraki ve ark; 2002).
Mitokondri membran gecirgenligi bozulup matriksteki eriyebilir bilesiklerin ve Ca**un
disar1 salinmasi osmotik basincin artarak mitokondrinin su alip sismesine, sitokrom-
¢’nin sitosole salinmasina ve kaspaz-9’un aktive olmasina neden olur (Sekil 6) (Kannan
ve Jain, 2000, Simon, 2000).

Bakir zehirlenmesinde hepatositlerde fazla miktarda olusan ROS’un TNFa’y1
indiikleyerek kaspas-3’ii aktive ettigini ve bu mekanizma iizerinden sitotoksik etki
gosterdigi bildirilir (Pulido ve Parrish, 2003; Fong ve ark., 2004).

Fazla miktardaki bakir, asit sfingomyelinazi (Asm) aktive ederek seramid
olusumuna neden olur. Seramid iyi tanman apoptotik uyaranlardan biridir. Bakir
zehirlenmesinde aktive olan Asm’in hepatosit ve eritrositleri apoptozise ugrattigi
bildirilmektedir (Brewer, 2007).

Insanlarda ATP7B genindeki mutasyonlar sonucu olusan Wilson hastaliginda,
bakirin tasinmasindaki bozukluk nedeniyle karacigerde bakir birikimi ve ndéronal
dejenerasyon goriiliir. Sinir sisteminde bakirin yol actifi apoptozis noron hasarinin
belirlenmesinde Onemli bir kriterdir. Noronal apoptozisin p53 geninin niiklear
translokasyon ve indiiksiyonuna bagli oldugu bildirilir (Vanlandingham ve ark., 2005).
Bakirin, p53 geninin transkripsiyonel aktivitesi iizerine etkisi olup olmadigini
arastirmak amaciyla yapilan in vitro bir caligmada, bakirin indiikledigi oksidatif stresin
transkripsiyonel ozellikleri degismis mutant pS3’lerin sentezlenmesine neden oldugunu
ve bakir aracili apoptoziste rol oynayabilecegi gosterilmistir (Tassanbehji ve ark.,

2005).
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FasL, Apoptozis inhibitér
TNF faktorler

DNA hasari

APOPTOZIiS

Sekil 6: ROS nedeniyle olusan apoptozis. (—) apoptozisin aktivasyonu, (*) apoptozisin
inhibisyonu (Pulido ve Parrish, 2003’den alinmstir).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. DENEY HAYVANLARI

Calismada Ondokuz Mayis Universitesi (OMU) Tip Fakiiltesi Tibbi ve Cerrahi
Arastirma Merkezinden saglanan, 56 adet erkek, eriskin, Sprague-Dawley 1rki rat
(ortalama agirliklar1 280450 g) kullanildi. Bunlardan 28 adedi deneme, 28 adedi kontrol
olarak tutuldu. Calismada kullanilan deney hayvanlari i¢in Ondokuz Mayis Universitesi
Yerel Hayvan Etik Kurulundan gereken izinler alindi (HEK 11). Denemeler baglamadan
once tiim ratlarin beden agirliklar1 Olciilerek kaydedildi. Deney siiresince ratlar ad

libitum olarak normal rat yemiyle beslendi ve tiikettikleri yem miktarlar1 kaydedildi.

3.2. BAKIR SULFAT SOLUSYONUNUN HAZIRLANMASI

Ratlarda zehirlenme bakir siilfat (CuSO4) (SIGMA Lot 69HO0127) ile yapildi.
FAO/WHO (FAO Nutrition Meeting Report Series No. 48A WHO/FOOD
ADD/70.39)’nun oral yolla verilen CuSOQy i¢in belirttigi LDsy degeri 300 mg/kg’dir
(Anonim, 1970). Distile su ile 30 mg/ml dozunda hazirlanan CuSO; soliisyonu deneme

grubundaki ratlara giinliik 75 mg/kg olacak sekilde hesaplanarak verildi.

3.3. DENEYSEL ZEHIRLENMENIN OLUSTURULMASI

Calismanin baslangicindan itibaren 1 hafta araliklarla ratlarin agirliklart 6l¢iildii
ve kaydedildi. Ratlarin beden agirliklarindaki degisimler dikkate alinarak, verilecek
CuSOy soliisyonu yeniden hesaplandi. Belirlenen miktarlardaki CuSQO, soliisyonu
deneme gruplarindaki ratlara gastrik sonda yardimiyla verildi. Kontrol gruplarindaki
ratlara ise deneme gruplarinda oldugu gibi agirliklarina gore hesaplanan distile su

giinliik olarak gastrik sonda ile verildi.

3.4. DENEME PLANI

Calismada; iki deneme [I. deneme grubu (n=14) ve II. deneme grubu (n=14)]
grubu ve deneme gruplari icin ayr1 ayri1 olmak iizere iki kontrol grubu [I. kontrol grubu
(n=14), II. kontrol grubu (n=14)] olusturuldu. Uygulama, I. deneme grubu ve 1. kontrol
grubuna 14 giin, II. deneme grubu ve II. kontrol grubuna 28 giin siireyle yapildi (Tablo

1). Bu siirenin sonunda eter anestezisi altinda ratlarin kalplerinden kanlar1 alindiktan
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sonra nekropsileri yapildi.

Tablo 1. Deneme plan

Gruplar Denek | Uygulanan Doz Uygulama
sayisi (n)| madde (mg/kg) siiresi
(giin)
I. Deneme Grubu 14 CuSOq4 75 mg/kg 14
I. Kontrol Grubu 14 Distile su 400 g agirligindaki bir rata 1 14
ml distile su hesabiyla
II. Deneme 14 CuSOq4 75 mg/kg 28
Grubu
II. Kontrol Grubu 14 Distile su 400 g agirhigindaki bir rata 1 28

ml distile su hesabiyla

3.5. HISTOPATOLOJIiK INCELEME ICIN DOKU KESITLERININ
HAZIRLANMASI

Deneme siiresi sonunda sistemik nekropsileri yapilan ratlardan karaciger,
bobrek, dalak, akciger, kalp, mide-bagirsak, beyin ve beyincik drnekleri alindi. Ornekler
%10’luk tamponlu formalin soliisyonunda tespit edilip, 24 saat sonra trimlendi ve
postfiksasyonlar1 yapildi. Doku ornekleri bir giin boyunca akarsu altinda yikandiktan
sonra alkol ve ksilol serilerinden gecirilerek parafinde bloklandi. Mikrotom (Leica
RM2125RT) ile 3-5 um kalinliginda alinan kesitler, rutin histopatolojik muayene i¢in
hematoksilen-eozin (HE) ile boyandi. Alinan tiim doku kesitlerine Rodanin boyasi
(Anonim, 2009), secilen bazi doku kesitlerine Periodik asit-Schiff (PAS) ve Toluidin
blue boyama metotlart uygulandi (Luna, 1968). Sonuglarin degerlendirilmesi Nikon
Eclipse E600W 151k mikroskobu yardimiyla yapildi ve Nikon DS Camera Head DS-5M
ile mikroskobik fotograflar1 ¢ekildi.

3.6. IMMUNOHISTOKIMYASAL TEKNIGININ UYGULANMASI

Hazirlanan doku bloklarindan alinan kesitlere Tablo 2’de isimleri verilen
proteinlerin varligini belirlemek i¢in StreptAvidin Biotin Peroksidaz Kompleks teknigi
(SABK) uygulandi. Primer antikorlar, iiretici firmanin onerileri dogrultusunda ve daha

once yapilan 6n calismalarla belirlenen oranlarda phosphate buffered saline (PBS, pH
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7.4) ile sulandirild: (Tablo 2). Immunohistokimyasal boyamalarda SABK teknik icin
alman hazir kit (Zymed, Histostain Plus Kit, California, USA) kullanild1 ve tiim
uygulamalar Onerilen standart prosediire gore yapildi. Primer antikorlarin iiretici
firmalarinin oOnerileri dogrultusunda pozitif kontroller ile negatif kontrol olarak PBS
(pH 7.4) kullanildi. Buna gore kesitler, aseton- 3- etoksipropilamin (100 ml aseton- 2 ml
3- etoksipropilamin) ile kaplanmis lamlara alindi. 30 dakika 58°C’lik etiivde kurutuldu.
Ksilolde deparafinize edilip seri alkollerde dehidre edildi. Formalinin dokudaki
antijenik yapi1y1 maskeleyici etkisini gidermek icin kesitler, sitrat tamponlu soliisyonda
mikrodalga firinda 600 watta 20 dakika kaynatild1 ya da %1°lik proteinaz K (Sigma) ile
37°C’de 20 dakika tutuldu. Kesitler, endojen peroksidaz aktivitesini gidermek icin
metanolde hazirlanmis %3’liikk H,O,’te 7 dakika bekletildi ve protein bloke edici
serumda 10 dakika tutuldu. Daha sonra primer antikorlar ile Tablo 2’de belirtilen
sulandirma oranlar1 ve siirelerde inkubasyona birakildi. Kesitlere biotinle isaretli
sekonder antikor damlatilarak 30 dakika bekletildikten sonra Streptavidin peroksidaz
enzimi (Histostain-Plus Kits, California, USA) ile 30 dakika inkiibe edildi. Protein
bloke edici serumu ile inkubasyon asamasi harig¢ tiim islemlerden sonra kesitler 2 kez 5
dakika siireyle PBS ile yikandi. Son olarak kesitler 3-amino-9-etilkarbazol (AEC)
(Zymed AEC RED substrat kit, ABD) kromojeni ile mikroskop altinda kontrollii olarak
10 dakika siireyle boyandi. Gill’s hematoksilen ile karsit boyamalar: yapildi. Su bazl
yapistirict  (Shandon Immu-mount) ile kesitler kapatildi ve 151k mikroskobunda
incelendi. Degerlendirme sitoplazmasi ve/ veya c¢ekirde8i kirmizi boyanan hiicrelerin
sayist ile hiicrelerin boyanma yogunlugu dikkate alinarak (0= Boyanma yok, 1= Hafif,

2= Orta, 3= Siddetli) semikalitatif olarak yapildi.

3.7. DOKULARDAKI APOPTOZISIN BELIRLENMESI

Bakir zehirlenmesi nedeniyle dokulardaki apoptotik hiicreleri belirlemek iizere
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labelling)
metodu kullanildi. Kesitler, In Situ Cell Death Detection, POD (Roche, Manheim,
Almanya) apoptozis kiti kullanilarak ve 6nerilen standart prosediire gore boyandi. Buna
gore kesitler, aseton- 3- etoksipropilamin (100 ml aseton- 2 ml 3- etoksipropilamin) ile
kaplanmis lamlara 3 pm kalinliginda alindi. 30 dakika 58°C’lik etiivde kurutuldu.

Ksilolde deparafinize edilip seri alkollerde dehidre edildi. Formalinin dokudaki
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antijenik yapiyr maskeleyici etkisini gidermek i¢in kesitler, sitrat tamponlu soliisyonda
mikrodalga firinda 300 watta 5 dakika kaynatildi. Yikamadan sonra endojen peroksidaz
aktivitesinin giderilmesi icin metanolde hazirlanmis %3’liikk H,O, ile 10 dakika
bekletildi. Kesitler TdT (terminal deoxynucleotidyl transferaz) enzimi ve isaretleme
solisyonu karisiminda 37°C’de 1 saat tutulduktan sonra spesifik olmayan antijenik
baglanmalar1 engellemek i¢in protein bloke edici serumda 10 dakika tutuldu. Peroksidaz
ile konjuge anti-flouresein isotiosiyanat antikoru ile 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.
Protein bloke edici serumu ile inkubasyon asamasi hari¢ tiim islemlerden sonra kesitler
2 kez 5 dakika siireyle PBS ile yikandi. Kesitlerin boyanmasi i¢in kromojen olarak 3-
amino-9-etilkarbazol (AEC) (Zymed AEC RED substrat kit, ABD) ya da 3,3’-
diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB) (Zymed DAB plus substrat, ABD)
kromojenleri kullanildi. Boyamalar mikroskop altinda kontrollii olarak 10 dakika
sireyle yapildi. Karsit boyamalarda AEC substrat ile boyanan kesitler Gill’s
hematoksilen ile boyanip su bazli yapistirict (Shandon Immu-mount) ile, DAB ile
boyanan kesitler Harris hematoksilen ile boyanmip Entellan (Merck) kullanilarak
kapatildi.

TUNEL metoduyla boyanan doku kesitlerinde apoptotik aktivitenin belirlenmesi
155k mikroskobunda yapildi. Incelemede hiicrelerin  boyanma yogunluguna
bakilmaksizin kirmizi-kahverengi boyanan c¢ekirdekler pozitif, mavi boyanan
cekirdekler negatif olarak kabul edildi. Degerlendirme boyanan hiicre ¢ekirdegi sayisina

gore semikalitatif olarak yapildi.

38. SERUM, YEM VE SU ORNEKLERINDE BAKIR
KONSANTRASYONUNUN BELIRLENMESI
Calismada kullanilan ratlarin serumlari ile deneme siiresince ratlara verilen yem
ve su Orneklerindeki bakir diizeyleri, GBC Avanta SIGMA Atomik Absorbsiyon
Spektrofotometrisi (AAS) ile dl¢iildii.

3.8.1 Serumlarin Hazirlanmasi
Deneme siiresi sonunda ratlarin eter anestezisi altinda kalplerinden kanlar1 tek
kullanimlik enjektor ile Z serum sep clot activator tiiplere alindi. Alinan kanlar yarim

saat siiresince oda 1sisinda birakilarak pihtilagsmasi saglandi. Pihtilasan kanlar 3500
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devirde 15 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi. Ayrilan serumlar 1.5 ml’lik

tiiplere aktarilarak AAS’de 6l¢iim yapilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Tablo 2. Caligmada kullanilan antikorlar

Antikor Antikor Antikor | Antijen geri Kullamlan | inkubasyon Uretici
(Klon) tiirii konag [alma yontemi |dilusyon siiresi firma
Cu/Zn SOD Polyclonal |Tavsan |Proteiaz K 1/100 4°C bir gece GeneTex
(%0.1) ve 21°C 30 dk
Metallothionein | Monoclonal | Fare Sitrat tamponlu | 1/600 21°C 1 saat Dako
(E9) solusyonda
600watt 15 dk
ATP7B Polyclonal |Tavsan [ Sitrat tamponlu | 1/100 4°C bir gece GeneTex
solusyonda ve 21°C 30 dk
600watt 15 dk
Ctrl Polyclonal |Tavsan [ Sitrat tamponlu | 1/250 4°C bir gece GeneTex
solusyonda

600watt 15 dk

Aktif Caspase 3 | Polyclonal |Tavsan | Sitrat tamponlu | 1/25 4°C bir gece Diagnostic

(CPP32) solusyonda ve 21°C 30 dk | Biosystem
600watt 15 dk

Aktif Caspase 8 | Polyclonal |Tavsan | Sitrat tamponlu | 1/25 4°C bir gece Diagnostic

(FLICE) solusyonda ve 21°C 30 dk | Biosystem
600watt 15 dk

Aktif Caspase 9 | Polyclonal |Tavsan | Sitrat tamponlu | 1/100 4°C bir gece Thermo

(LAP6 Ab-4) solusyonda ve 21°C 30 dk | Scientific

600watt 15 dk

3.8.2 Serum Orneklerinin Olciime Hazirlanmasi
Serum 6rneklerinin sulandirilmasinda ultra saf su kullanildi. Ornekler 1:2
oraninda ultra saf su ile sulandirildiktan sonra bakir dl¢iimleri icin AAS’de okutuldu

(Karademir, 2007).

3.8.3 Yem Orneginin Ol¢iime Hazirlanmas:
Yem ornekleri organik kisim yas yakma yontemine gore asit yardimiyla yakildi.
Ogiitiilmiis kuru yem numunesinden ii¢ paralel olacak sekilde 1 g tartilarak 1siya

dayanikli deney tiiplerine alindi. Tiiplerdeki yem Orneklerine 12 ml nitrik asit- perklorik
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asit (100 ml nitrik asit- 25 ml perklorik asit) karisimi ilave edildi. Ceker ocak altinda,
elektrik ocagy iizerinde, 1s1s1 yavas yavas artirilarak 200°C’ye yiikseltildi. Tiplerin
icinde yaklasik 1 ml berrak ¢ozelti kalincaya kadar yakma islemine devam edildi.
Numuneler soguduktan sonra iizerine 15 ml ultra saf su ilave edilerek Whatman no 42
stizge¢ kagidindan siiziildii. Siiziintii ultra saf su ile 100 ml’ye tamamlandiktan sonra 10
saat bekletilerek silisyumun dibe ¢okmesi saglandi. Ustte kalan c¢ozeltide bakar
Olctimleri i¢in AAS okutuldu, ortalama deger alind1 (Karabulut ve Canbolat, 2005).

3.8.4 Olciimlerin Yapilmasi

Bakir icin 0.5, 1, 2, 3, 4 ppm’lik standartlar ile blank (kor) ¢ozelti hazirlandi.
GBC Avanta SIGMA AAS atomik absorbsiyon spektrofotometre cihazina Cu lambasi
takild1 ve cihaz 324.8 nm’ye ayarlandi. Bu sekilde 6l¢iime hazir hale getirilen cihazda
hazirlanan blank ve standart cozeltilerle kalibrasyon egrisi cizildi ve giiven aralifi
0.9998 olarak hesaplandi. Cihazin yaptig1 dlciimlerin giivenilirligini ortaya koymak icin
her 14 numunenin Ol¢ciimiinden sonra blank ve standart ¢ozeltiler tekrar okutuldu.
Serum Ornekleri, yem ornekleri ve deney siiresince ratlara verilen cesme suyunda ii¢
defa ol¢ctim yapilip ortalamasi alindi. Cihazin ppm (mg/lt) cinsinden verdigi Ol¢iim

sonuclar1 sulandirma oranlarina gore iki ile ¢carpildiktan sonra pg/dl’ ye cevrildi.

3.9. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismada elde edilen immunohistokimyasal bulgular Nikon DS-5M kamera
atagmanli Nikon Eclipse E600W 151k mikroskobu altinda goriintiilendi ve mikroskobik
fotograflar1 cekildi. Pozitif boyanmalarin derecesi (O=Boyanma yok, 1=Az, 2=Orta,
3=Siddetli) semikalitatif olarak degerlendirildi. Sonuclar SAS, 2008, SAS.9.1.3, SAS
CAMPUS DRIVE, Cary NC. istatisik analiz programu ile degerlendirildi. Gruplar arasi
farkin istatistiksel kontrollerinde Mann-Whitney testi kullanildi. Gruplar aras1 farkin
belirlenmesinde ise nxr khi-kare testi uygulandi. Tanitict istatistikler i¢in ortalama
degerler median cinsten elde edildi.

Serumlar ile yem ve su orneklerinin AAS cihazi ile dl¢iilen Cu diizeyleri SAS,
2008, SAS.9.1.3, SAS CAMPUS DRIVE, Cary NC. istatisik analiz programi ile
degerlendirildi. Gruplar arasi farkin istatistik kontrollerinde One-Way ANOVA, grup

ortalamalarinin karsilastirmasinda Duncan testi kullanild1.
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4. BULGULAR

4.1. KLINIK BULGULAR

Deneme gruplarina bakir siilfatin ilk uygulandigi giinden itibaren ratlarda
durgunluk, kambur durus, tiiylerde kabarma ve matlasma goriilmeye baslandi. Deney
stiresince erken Oliimlere rastlanmadi. Calismaya alinan ratlarin beden agirliklarinda

caligsma siiresince belirgin bir degisiklik olmadi.

4.2. MAKROSKOBIK BULGULAR

Deney siiresi sonunda nekropsileri yapilan ratlarin mide ve bagirsak
mukozalarinin verilen CuSO4 nedeniyle mavi-yesil renge boyandigi ve gazla siskin
durumda oldugu dikkati ¢ekti. Diger organlarin goriiniimii normaldi.

Nekropsi yapilmadan once eter anestezisi altinda ratlarin kalplerinden kan

alindi. II. deneme grubundaki ratlardan alinan kanlarin kolay hemolize oldugu goriildii.

4.3. SERUM BAKIR DUZEYLERI
Calismada kullanilan ratlara ait serumlarin bakir analiz sonuglarinin istatistik
degerlendirmeleri yapildi ve Tablo 3’te gosterildi. Degerlendirme sonuclar
incelendiginde 1. deneme grubu, 1. kontrol grubu, II. deneme grubu ve II. kontrol grubu
aralarinda fark oldugu belirlendi (p<0.01). II. deneme grubunda serum bakir diizeyinin
I. deneme grubuna gore daha diisiik oldugu saptandi. I. deneme grubu ve II. deneme
grubu arasinda, I. deneme grubu ve I. kontrol grubu arasinda, II. deneme grubu ve IL.
kontrol grubu arasinda farkin istatistiki olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05).
Deneyde ratlara verilen yemden rastgele ornekleme yapildi. Usuliine uygun
olarak ii¢ paralel seklinde hazirlanan yem oOrneginin AAS ile Ol¢ciim sonuglarinin
ortalama bakir diizeyi 36.6 pg/dl olarak bulundu. Deney siiresince ratlara verilen su

orneklerinin AAS ile bakir diizeyleri 6l¢iildii ve bakir tespit edilemedi.



Tablo 3: Gruplarin istatistik degerlendirmeleri ile birlikte serum Cu degerleri (n=7)
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Ortalama | Standart | Standart | %95 Giiven | %95 Giiven | En En
deger sapma hata araliginda arahginda diisiik yiiksek
alt iist diizey diizey
ortalama ortalama
deger deger
IL.Deneme | 202.28" | 72.00 27.21 136.69 269.87 124 313
Grubu
LKontrol | 105.85™ | 8.85 3.34 97.66 114.05 96 116
Grubu
ILDeneme | 135.42° |21.02 7.94 115.98 154.87 102 170
Grubu
IL.Kontrol | 85.12° 5.19 1.83 80.78 89.46 75 93
Grubu

¢ Ayni siitunda aym harfleri tagiyan grup ortalamalari arasinda fark yoktur ( p<0.05)

4.4. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

4.4.1 Karaciger Bulgular:

Calisma gruplan ile kontrol gruplarina ait karacigerlerin histopatolojik
incelemesi semikalitatif olarak yapildi ve sonuclar Tablo 4’te degerlendirildi.

Tiim ratlarin karacigerinde vena sentralis, vena interlobularis ve sinuzoidlerin
genisledigi, iclerinin eritrositlerle dolu oldugu belirlendi. Remark kordonlarinin
diizenini kaybettigi ve Kupffer hiicrelerinin belirginlestigi dikkati cekti.

I. deneme grubundaki ratlarin karacigerlerinde genel olarak orta diizeyde
sentrilobuler parankim dejenerasyonu, periportal bolgelerde lenfositlerin ¢ogunlukta
bulundugu cok siddetli mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve safra duktuslarinda hafif
derecede hiperplazi goriildii. Hepatosit c¢ekirdeklerinde karyomegali, anizokaryozis
(olgu no: 1,2,3,4,6,7,8,9,10 ve 14) ve vezikiil yapilar1 dikkati cekti. Bu gruptaki tiim
ratlarin karacigerinde karyolitik cekirdekli, fokal hepatoselliiler nekroz alanlar1 ile
cekirdekleri biiziismiis ve daha koyu boyanan apoptotik hepatositler goriildii (Sekil 7).

II. deneme grubundaki ratlarin karacigerlerinde farkli lokalizasyon ve siddette
parankim dejenerasyonu gozlendi. Bazi ratlarda (olgu no: 1,2,3,4,5,6,7,8,9 ve 10) hafif
siddette, bir olguda (olgu no: 14) orta siddette sentrilobuler parankim dejenerasyonu

dikkati ¢ekti. 11, 12 ve 13 no’lu ratlara ait karacigerlerde diffuz karakterde siddetli
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parankim dejenerasyonu mevcuttu (Sekil 7). Periportal bolgelerde lenfositik karakterde
mononiikleer hiicre infiltrasyonunun genelde hafif (olgu no: 1,2,3,4,5,7,8,10,14), orta
(olgu no: 9 ve 11) ve bazen de siddetli (olgu no: 6 ve 14) diizeyde oldugu gozlendi.
Hepatosit cekirdeklerinde gozlenen vezikiil olusumlart (olgu no: 12 ve 13 hari¢) L
deneme grubuna gore daha hafifti. Bu gruptaki tiim ratlarin karacigerlerinde tek tiik
apoptotik hepatositlere rastlanirken, karyolitik ¢ekirdekli nekrotik hepatositlerin daha
yaygin oldugu gozlendi. Cift ¢ekirdekli hepatositlerin sayica arttigi goriildii. Safra
duktuslar hafif diizeyde hiperplazikti.

Tablo 4: Karacigerdeki histopatolojik bulgularin semikalitatif degerlendirmesi

Hidropik | Cekirdekte | Tek hiicre | Konjesyon | Hepatoselliller | Portal Fibrozis
degisiklik | vezikiil nekrozu nekroz inflamasyon
I. Deneme 2 2 2 1 1 3 0
Grubu
I. Kontrol 0 0 0 0 0 1 0
Grubu
II. Deneme 1 1 1 1 2 1 0
Grubu
II. Kontrol 0 0 0 0 0 1 0
Grubu

0=Yok, 1=Hafif, 2=Orta, 3=Siddetli

4.4.2. Bobrek Bulgular:

I. deneme grubundaki ratlarda kortekste genel olarak distal ve proksimal tubul
epitellerinde farkli siddetlerde parankim dejenerasyonuna ve nekroza, yer yer bazi
tubulus epitellerinde hiperplaziye rastlandi. Kortikomedullar bolgedeki tubuluslarda
hidropik dejenerasyon dikkati c¢ekti. Bazi tubuluslarin liimeninde hyalin silindirleri
goriildii. Ozellikle subkapsiiler yerlesimli bazi glomeruluslarda atrofi, bazilarinin
Bowman boslugunda genisleme ve glomeruler sislik gozlendi. Bu gruptaki bazi ratlarda
(olgu no: 1,2,7,10,11 ve 13) orta diizeyde fokal lenfosit infiltrasyonuyla karakterize
interstisyel nefritise rastland1. (Sekil 8).

II. deneme grubundaki ratlarin bobreklerinde genelde subkapsular yerlesimli
distal ve proksimal tubul epitellerinde farkli diizeylerde parankim dejenerasyonu, yer
yer epitel hiicrelerinde deskuamasyon ve nekroz yaninda yer yer tubulus epitellerinde

hiperplazi belirlendi. Bazi tubuluslarin liimeninde hyalin silindirleri goriildii.
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Kortikomedullar bolgedeki tubuluslarda hidropik dejenerasyon dikkati ¢ekti. I. deneme
grubunda genel olarak tiim ratlarda gozlenen glomeruler atrofi, 1I. deneme grubunda
sadece dort olguda (olgu no: 3,7,8 ve 9) hafif diizeyde gozlenirken bazi glomeruluslarin
Bowman boglugunun genislemis oldugu fark edildi. Bu grupta ii¢ olguda (olgu no: 5,6
ve 14) hafif, bir olguda (olgu no: 8) siddetli diizeyde fokal lenfosit infiltrasyonuyla
karakterize interstisyel nefritis tespit edildi. Baz1 ratlarda (olgu no: 2 ve 5) pelvis

bolgesinde lenfositik ve plazmasitik hiicre infiltrasyonu belirlendi (Sekil 8).

4.4.3. Dalak Bulgular

I. deneme grubundaki ratlarda genel olarak 6zellikle kirmizi pulpa alanlarinda
orta diizeyde hemosiderozise ve ¢cok ¢ekirdekli megakaryositlere rastlandi. II. deneme
grubundaki ratlarda ise ¢ok cekirdekli megakaryositler belirlenirken, hemosiderozis

sadece iki olguda (olgu no: 2 ve 14) gozlendi.

4.4.4. Mide ve Bagirsak Bulgular:
Deneme gruplarindaki ratlarin midesinin kutan mukazasinin epitel tabakasinda
hiperplazi ve hiperkeratozis goriildii (Sekil 9). Her iki grubun mide ve bagirsaklarinin

propria ve submukozasinda yer yer lenfosit ve eozinofil leukositlere rastlandu.

4.4.5. Kalp Bulgulan
Deneme gruplarindaki olgularin kalpleri histopatolojik olarak normal

goriiniimdeydi.

4.4.6. Akciger Bulgulan

I. deneme grubundaki ratlarin tiimiiniin akcigerlerinde perivaskiiler ve
peribronsioler yogun lenfosit infiltasyonu ve hiperemi ile peribronsial lenfoid dokuda
hiperplazi goriildii. Bu gruptaki ratlarin akcigerlerinde, interalveolar septal dokuda
kalinlasmaya (olgu no: 3,5,6,8,9,10), amfizeme (olgu no: 2,12), perivaskiiler ve
peribronsial yerlesimli hemosiderin ile yiiklii makrofajlara (olgu no: 1,4 ve 5), alveol
liimenlerinde lenfosit ve alveolar makrofajlardan olusan mononiikleer hiicre
infiltrasyonuna (olgu no: 6,7) rastlandi.

I. deneme grubundaki ratlarin akcigerlerinde genel olarak perivaskiiler ve
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peribronsioler lenfositik ve plasmasitik hiicre infiltrasyonu, hiperemi ve amfizem
goriildii. Aymi gruptaki ratlarin interalveoler septal dokularinda kalinlasma (olgu no:

3,4,6,7,11,12 ve 14), alveol ve bronsiol lumenlerinde mononiikleer hiicreler (olgu no:

1,2,4 vel2) ve peribronsial lenfoid dokularinda hiperplazi (olgu no: 1,2,5,7,12)

belirlendi.
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Sekil 7: Karaciger a: Kontrol grubu, HE, x20 objektif, b: Parankim dejenerasyonu, periportal
lenfosit infiltrasyonu, 1. deneme grubu, HE, x20 objektif, ¢: Siddetli parankim dejenerasyonu,
II. deneme grubu, HE, x20 objektif, d: Hepatosit ¢ekirdeklerinde vezikiil yapilar1 (oklar), L.

deneme grubu, HE, x40 objektif
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4.4.7. Beyin ve Beyincik Bulgular:

Her iki deneme grubundaki ratlarin beyin ve beyincikleri histopatolojik olarak

normal goriiniimdeydi.

4 :‘.1‘ Pa W i - ’ 4_ - ~; : x - A f"l“. P B -
Sekil 8: Bobrek a: Kontrol grubu, HE, x10 objektif, b: Tubulus epitellerinde parankim
dejenerasyonu ve nekroz, II. deneme grubu, HE, x10 objektif, ¢: Tubulus epitellerinde hidropik
dejenerasyon, nekroz ve epitelde hiperplazi (oklar), I. deneme grubu, HE, x20 objektif
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kokutan birlesim yeri a: Kontrol grubu, HE, x4 obje Kutan mukozada
hiperplazi ve hiperkeratoz, I. deneme grubu, HE, x4 objektif

v e

4.5. HISTOKIMYASAL BULGULAR

Karacigerde, 1. deneme grubundaki ratlarin hepatosit sitoplazmalarindaki bakair,
rodanin boyasi ile degisik yogunluklarda tugla kirmizis1 renginde boyandi. Boyanma
tiim lopguklarda diffuz sekilde (olgu no: 1,2,6,7,8, 9,10,12,13), periportal bolgelerdeki
hepatositlerde yogunlugu artmis olarak (olgu no: 11,14) ya da lop icerisinde tek tiik
hiicrelerde (olgu no: 4,5) gozlendi. Bir ratta (olgu no: 3) hi¢ boyanma olmadi. Bakir
farkli biiyiikliiklerde graniiller halinde hepatositlerin safra kanalciklart boyunca (olgu
no: 6,8,10,11,12,13, ve 14) ya da sitoplazmada yaygin sekilde (olgu no: 4,5 ve 7)
boyandi. En siddetli boyanmanin goriildiigli 7 numarali olguda Kupffer hiicrelerinin

sitoplazmasinda da boyanma dikkati cekti. II. deneme grubundaki ratlarda rodanin ile
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boyanmanin I. deneme grubundakilere gore daha az siddette oldugu belirlendi. II. deneme
grubundaki ratlarin karacigerine uygulanan rodanin boyamasinda bakir, lop igerisinde
daginik hiicre kiimelerinin safra kanalciklart boyunca (olgu no: 2,3,4,6,7 ve 10) ya da
tek tiik hiicrelerin sitoplazmasinda (olgu no: 1,6,8,9,11,12,13 ve 14) kiiciik graniil
halinde ve tugla kirmizisi renginde boyandi. Kontrol gruplarindaki ratlarda boyanma
gozlenmedi (Sekil 10).

Bobrekte, 1. deneme grubundaki olgulardan sadece 3 tanesinin (olgu no: 4,7,13)
bobreginde rodanin boyasi ile pozitiflik saptandi. Kortikal bolgede bazi proksimal
konvolut tubul epitellerinin sitoplazmasinda (olgu no: 4,7,13) ve liimenlerinde (olgu no:
7) graniiler tarzda ve tugla kirmizisi renginde boyanma saptandi (Sekil 11-b, d). 1L
deneme grubundaki ratlardan bes tanesinde (olgu no: 3,5,11,12 ve 13) bobrekte rodanin
boyasi ile pozitif sonug¢ alindi. II. deneme grubundaki boyanma I. deneme grubuna gore
daha zayif ve graniiler tarzda korteksteki bazi proksimal konvolut tubul epitellerinin
sitoplazmasinda ve bu tubuluslarin liimeninde gozlendi. Kontrol gruplarindaki ratlarin
bobrekleri boyanmadi (Sekil 11).

Hem deneme hem de kontrol gruplarina ait ratlarin incelenen diger organlarinin
rodanin boyasi ile boyanmadig1 gozlendi.

Deneme gruplarindaki olgulara ait bobreklerin tubuluslarinda  bazal
membraninin PAS boyamas: ile saglam olduklann gozlendi (Sekil 12). I. deneme
grubundaki olgularin karacigerlerinde bazi Kupffer hiicre sitoplazmalarinin da PAS

pozitif oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 12).



43

| | 4 ril v . é & :. :J“
d. s 8 Ra. .

| 5 -
o o B ‘,# ¢
;. ’
>4 ;
C o A s e t 3

Sekil 10: Karaciger, a: Rodanin negatif karaciger dokusu, kontrol grubu, Rodanin, x10 objektif,
b: Periportal bolgelerdeki hepatositlerde siddetli bakir birikimini gosteren rodanin pozitif
alanlar, I. deneme grubu, Rodanin, x10 objektif, ¢: Hepatositlerde bakir birikimini gosteren
boyanma, II. deneme grubu, Rodanin, x10 objektif, d: Hepatositlerde safra kanalciklar1 boyunca
bakir birikimi gosteren graniiler boyanma alanlar1 (oklar), I. deneme grubu, Rodanin, x40
objektif, e: Kupffer hiicrelerinde bakir birikimini gosteren boyanma (ok baslar1), I. deneme
grubu, Rodanin, x40 objektif
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Sekil 11: Bobrek, a: Rodanin negatif bobrek dokusu, kontrol grubu, Rodanin, x20 objektif, b:
Proksimal ve distal tubulus epitellerinde bakir birikimini gosteren graniiler tarzda boyama, I.
deneme grubu, Rodanin, x20 objektif, ¢: Proksimal ve distal tubulus epitellerinde zayif bakir
birikimini gosteren boyanma, II. deneme grubu, Rodanin, x20 objektif, d: Graniiler tarzda
rodanin pozitif boyanan tubulus epitel (oklar) hiicreleri, I. deneme grubu, Rodanin, x20 objektif
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Sekil 12: a: Dejenefé proksimal ve distal tubuluslarda saglam bazal membranlar, bobrek, L
deneme grubu, PAS, x10 objektif, b: Kupffer hiicreleri (oklar), karaciger, I. deneme grubu,
PAS, x20 objektif

4.6. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

L. ve II. deneme gruplar1 ile kontrol gruplarina ait karaciger, bobrek, dalak,
mide- bagirsak, kalp, akciger, beyin ve beyincik dokularina Ctrl, ATP7B, MT, Cu/Zn
SOD antikorlariyla yapilan immunoperoksidaz testler sonucunda elde edilen bulgularin
semikalitatif degerlendirme sonuglar1 ve istatistiksel verileri Tablo 5’te gOsterilmistir.
Aym gruplar ve ayn1 dokularda kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 antikorlari ve TUNEL
metoduyla elde edilen semikalitatif degerlendirme sonuclar1 ve istatistiksel veriler ise

Tablo 6’da sunulmustur.

4.6.1. Ctrl

Zehirlenme olusturulan 1. deneme grubu ve II. deneme grubundaki ratlar ile
kontrol grubundaki ratlarin karaciger, bobrek, dalak, mide-bagirsak, kalp, akciger, beyin
ve beyincik dokularina Ctrl antikoru uygulandi ve sonuglart Tablo 5’te gosterildi.

I. deneme grubundaki ratlarin karacigerinde hepatositlerin sitoplazmasinda
ozellikle hiicre membranina yakin ve membran boyunca c¢izgisel tarzda yogun, II.
deneme grubundaki ratlarda ise hepatosit membranlarinda hafif diizeyde
immunoreaksiyon goriildii. Kontrol grubundaki ratlarin karacigerlerinde sentrilobuler
bolgedeki hepatositlerin sitoplazmasinda, diger alanlardaki hepatositlerin ise hiicre

membraninda homojen hafif diizeyde boyanma dikkati gekti (Sekil 13).
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Tablo S5: Dokulara yapilan immunoperoksidaz testler sonucunda elde edilen bulgularin
semikalitatif degerleri ve istatistiksel farkliliklar1 belirten degerler (n=10)

Organlar | Calisma Gruplan Ctrl ATP7B MT Cuw/Zn SOD
I. Deneme Grubu 2? 3 3 2!
Karaciger | II. Deneme Grubu 1 2" 1 1
Kontrol Grubu 2 1¢ 0 1
I. Deneme Grubu 3 2 2" 1’
Bobrek II. Deneme Grubu 3 2° 3 2°
Kontrol Grubu 3 1 1¢ 1
I. Deneme Grubu 2? 2? 0* 1°
Dalak II. Deneme Grubu 2 1 0 1
Kontrol Grubu 1 1 0 2
I. Deneme Grubu 2° 1" 0 3
Mide II. Deneme Grubu 2° 1" 0* 3
Kontrol Grubu 1’ 1 0 2"
I. Deneme Grubu 1° 0* 1° 0*
Bagirsak | II. Deneme Grubu 2P 0* 1° 0*
Kontrol Grubu 0° 0* 1° 0*
L. Deneme Grubu 2 2" 0 2
Kalp II. Deneme Grubu 1° 2P 0* 2°
Kontrol Grubu 1 2" 0 1’
I. Deneme Grubu 1” 1" 0 0*
AKkciger II. Deneme Grubu 1° 1° 0* 0*
Kontrol Grubu 1? 0’ 0 0
I. Deneme Grubu 1° 2? 0* 0*
Beyin I1. Deneme Grubu 1? 2° 0* 0"
Kontrol Grubu 1” 2° 0 0*
I. Deneme Grubu 1” 1" 0 0*
Beyincik | II. Deneme Grubu 17 17 0* 0"
Kontrol Grubu 1° 1° 0* 0*

a, b, c, aym harfi tasiyan siitunlarda grup ortalamalar1 arasindaki fark istatistik olarak
onemsizdir (P>0.05), (Semikalitatif degerler median cinsten elde edilen ortalama degerlerdir)

Bobregin Ctrl ile immunohistokimyasal boyamasinda I. deneme grubu’na ait

ratlarda korteksten kortikomedullar bolgeye dogru devam eden distal tubul epitellerinin
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sitoplazmasinin bazal kisimlar1 oldukca siddetli, proksimal tubul epitellerinin bazali ise
hafif boyandi. Kortikomedullar birlesim yerindeki Henle kulpu epitellerinin bazalinin
hafif, pelvis renalis’teki transisyonel epitellerin sitoplazmasinin homojen ve orta
siddette boyandig1 goriildii. II. deneme grubundaki ratlarin bobreginde ise distal tubul
epitelerinin boyanma yogunlugunun I. deneme grubundakilerle ayn1 ya da daha hafif,
proksimal tubul epitellerinin bazalden c¢ekirdege kadar ulasan hafif bir
immunoreaksiyon gosterdigi dikkati c¢ekti. Kontrol bobreklerinde Ctrl antikoru ile
boyanmanin II. deneme grubuna benzer oldugu goriildii. Ayrica tek tiik bazi proksimal
tubul epitellerinin sitoplazmasinin siddetli boyandig: dikkati cekti (Sekil 14).

Deneme gruplarindaki ratlarin dalaginda Ctrl antikoru ile yapilan boyamada,
beyaz pulpanin germinal merkezinde yer alan bazi hiicrelerin sitoplazmasinin orta
diizeyde, kirmiz1 pulpada ise, cok sayida (lenfoid?) hiicrenin sitoplazmasinin daha
yogun boyandigr goriildii. Kontrol gruplarindaki boyanmanin ¢alisma gruplarindaki ile
ayn1 bolgelerde sekillendigi ancak ¢cok daha zayif oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 15).

Ctrl antikoru ile ratlarin midelerinin kutan mukozasinda graniilozum tabakasi
hiicrelerinin deneme gruplarindakilerde daha yogun, kontrol gruplarinda ise zayif
immunoreaksiyon verdigi goriildii (Sekil 16). Midenin glandular mukazasindaki parietal
hiicreler Ctrl antikoru ile deneme gruplarinda olduk¢a yogun, kontrollerde ise daha
hafif siddette reaksiyon verdi (Sekil 16). Deneme gruplarinda duodenumda enterositler
ve goblet hiicrelerinin salgilar1 boyanirken, ileumda boyanma olmadi. Kolonda ise
luminal enterositlerlerin boyandigi, ancak II. deneme grubunda boyanan hiicre sayisinin
daha fazla oldugu dikkati c¢ekti. Kontrol gruplarina ait bagirsaklarda boyanma
gozlenmedi (Sekil 17). Deneme gruplar: ile kontrol gruplarinda mide ve bagirsaklarin
tunika muskularisindeki diiz kas tellerinin hafif ve graniiler tarzda boyandig goriildii.

I. deneme grubundaki olgularin kalplerinde bazi kas tellerinin sitoplazmasinin
Ctrl ile genelde diffuz ve orta siddette, bazi bolgelerin ise daha siddetli boyandigi
goriildii. II. deneme grubu ve kontroldeki olgularin kalp kasi tellerinin I. deneme grubu
ile ayn1 karakterde ancak daha hafif siddette boyandig1 dikkati cekti (Sekil 18).

Her iki deneme grubunda akcigerlerde peribronsial lenfoid dokuda bazi
mononiiklear hiicrelerin, interalveolar septal dokudaki bazi hiicrelerin, alveolar
makrofajlarin ve bronglardaki goblet hiicrelerinin salgilarimin Ctrl ile immunopozitif

boyandig goriildii. Kontrol gruplarinda ise peribronsial bolgede az sayida lenfoid hiicre
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ile bronglardaki goblet hiicrelerinin salgilarinin boyandig dikkati ¢ekti.
Beyinde kornu ammonis bolgesinde hem noropil hem de bazi noronlarda
boyanma gozlendi.

Deneme ve kontrol gruplarindaki olgularda beyincikte Purkinje hiicrelerinin

sitoplazmasi ile beyincigin bazal ndronlarinin bazilarinin sitoplazmasi siddetli boyanda.

. >

Sekil 13: Ctrl, karaciger, a: Sentrilobuler bolgedeki hepatositlerin sitoplazmasi ve midzonal
bolgedeki hepatositlerin hiicre membraninda immunopozitif boyanma, kontrol grubu, SABK
metod/AEC, x10 objektif, b: Hepatositlerin sitoplazmalarinin periferi ve hiicre membraninda
siddetli immunopozitif boyanma, I. deneme grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif, c:
Hepatositlerin hiicre membraninda zayif immunopozitif boyanma, II. deneme grubu, SABK
metod/AEC, x20 objektif
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Sekil 14: Ctrl, bobrek, a: Distal tubul epitellerinde siddetli, proksimal tubul epitellerinde
bazalden c¢ekirdege kadar ulagan hafif immunopozitif boyanma, kontrol grubu, SABK
metod/AEC, x10 objektif, b: Bazi proksimal tubul epitellerinde siddetli boyanma (oklar),
kontrol grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif, ¢: Distal tubul epitellerinde siddetli, proksimal
tubul epitellerinin bazalinde hafif immunopozitif boyanma, I. deneme grubu, SABK
metod/AEC, x10 objektif, d: Proksimal (ince ok) ve distal tubuldeki (ok basi) pozitif boyanma,
yakin ¢ekim, I. deneme grubu, SABK metod/AEC, x10 objektif, e: Distal ve proksimal tubul
epitellerinde I. deneme grubuna gore daha hafif siddette immunopozitif boyanma, II. deneme
grubu, SABK metod/AEC, x10 objektif
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Sekil 15: Ctrl, dalak, a: Beyaz pulpa(ok) ve kirmizi pulpada (ok basglar1) lenfoid hiicrelerde
zaylf immunopozitif boyanma, kontrol grubu, SABK metod/AEC, x10 objektif, b: Beyaz
pulpada (ok) az, kirmizi pulpada (ok baslar1) cok sayida lenfoid hiicrede yogun immunopozitif
boyanma, 1. deneme grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif
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Sekll 16: Ctrl, mide, a: Mldemn kutan mukozasinda granulozum tabakas1 hiicrelerinde
immunopozitif boyanma, kontrol grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif, b: Midede kutan
mukozanin graniillozum tabakasi hiicrelerinde yogun immunopozitif boyanma, I. deneme grubu,
SABK metod/AEC, x10 objektif, ¢: Midenin glandular mukozasinda parietal hiicrelerde
immunopozitif boyanma, kontrol grubu, SABK metod/AEC, x10 objektif, d: Midenin parietal
hiicrelerinde pozitif boyanma yakin ¢ekim, kontrol grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif, e:
Midenin parietal hiicrelerinde daha yogun immunopozitif boyanma, II. deneme grubu, SABK
metod/AEC, x10 objektif, f: Midede parietal hiicrelerde daha yogun pozitif boyanma yakin
cekim, II. deneme grubu, SABK metod/AEC, x10 objektif
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Sekil 17: Ctrl, kolon, a: Kolonun luminal enterositlerinde ¢cok hafif pozitif boyanma, kontrol
grubu, SABK metod/AEC, x10 objektif, b: Luminal enterositlerinde daha yoguni pozitif

boyanma, I. deneme grubu, SABK metod/AEC, x10 objektif

i X

s

Sekil 18: Ctrl, kalp, a: Kardiyomyositlerde hafif immunoozitif oyanrna, kontrol grubu,
SABK metod/AEC, x20 objektif, b: Kardiyomyositlerde yogun immunopozitif boyanma I.
deneme grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif

4.6.2 ATP7B

ATP7B antikoru ile deneme ve kontrol gruplarindaki ratlarin karaciger, bobrek,
dalak, mide-bagirsak, kalp, akciger, beyin ve beyincik dokularinda yapilan
immunohistokimyasal ¢calisma sonuclar1 Tablo 5’te gosterilmektedir.

ATP7B ile yapilan boyamada, 1. deneme grubundaki ¢ogu olgunun

karacigerlerinde tiim hepatositlerin sitoplazmasi siddetli ve homojen boyandi. Sadece
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bir olguda (olgu no: 8) boyanmanin perikanalikiiler bolgelerde ve graniiler tarzda
oldugu dikkati cekti. II. deneme grubundaki ratlarin karacigerlerinde sentrilobuler
yerlesimli bazi hepatositlerin sitoplazmasi hafif diizeyde homojen boyanirken, bazi
hepatositlerin ¢ekirdeklerinin de boyandig1 goriildii. Kontrol gruplarinda sentrilobuler
bolgedeki hepatositlerin sitoplazmalarinin orta siddette homojen, midzonal ve periportal
bolgelerdeki hiicrelerin ise zellikle ¢ekirdeklerinin boyandig: dikkati ¢ekti (Sekil 19).
Tiim gruplarda periportal bolgelerdeki bazi bag doku hiicrelerinin sitoplazmasinin
ATP7B antikoru ile immunoreaksiyon verdigi goriildii.

I. deneme grubundaki bobreklerin korteksinde proksimal tubul epitellerinin
sitoplazmas1 ATP7B ile diffuz ve yogun boyanirken, dejenere ve hiperplastik hiicrelerin
sitoplazmasinin graniiler tarzda boyandig goriildii. II. deneme grubundaki bobreklerde
korteksten kortikomedullar bolgeye dogru I. deneme grubuna gore daha az sayida
proksimal tubul epitelinin sitoplazmas1 daha hafif homojen boyandi. Kontrol gruplarina
ait bobreklerin korteksinde proksimal tubul epitellerinin sitoplazmasi homojen
karakterde hafif boyanirken, bazi hiicrelerin ¢ekirdeklerinin de boyadigi dikkati ¢ekti
(Sekil 20).

Incelenen tiim gruplardaki ratlara ait dalaklarin kirmizi pulpasinda ATP7B
antikoru ile sitoplazmasi yogun boyanmis mononiikleer hiicrelere rastlandi. Ancak I.
deneme grubundaki ratlarda boyanan hiicre sayisinin daha fazla oldugu dikkati ¢ekti.

ATP7B antikoru ile sindirim kanali igerisinde sadece midede boyanma
gozlendi. Midedeki boyanma deneme ve kontrol gruplarinda benzer olup, midenin
glandular mukozasindaki parietal hiicrelerin sitoplazmasinda benek tarzindaydi.

I. ve II. deneme ile kontrol gruplarindaki ratlarin kalp kasi tellerinin
sitoplazmasinin ATP7B antikor ile boyandig1 gozlendi. Ancak kontrol gruplarindaki
ratlarda boyanma yogunlugunun biraz daha fazla oldugu dikkati cekti. Pozitif reaksiyon
kas telleri arasindaki bazi hiicrelerin sitoplazmasinda ise daha siddetliydi.

Deneme ve kontrol gruplarina ait akciger parankiminde ATP7B antikoru ile
boyanma gozlenmedi, ancak deneme gruplarinda bronglarin c¢evresindeki lenfoid
dokuda immunopozitif hiicrelere rastlandi.

Her iki deneme grubu ile kontrol gruplarindaki rat beyinlerinin korteks ve
talamus’unda yer alan noronlardaki boyanma, periniikleer olarak orta siddette ve

homojen karakterdeydi.
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ATP7B antikoru ile, deneme ve kontrol gruplarindaki ratlarin beyinciklerinde

Purkinje hiicrelerinin ve serebellar niikleuslardaki bazi noronlarin periniikleer

bolgelerinin boyandig: tespit edildi.

BRI PR R Y Ry <

Sekil 19: ATP7B, karaciger, a: Sentrilobuler bolgedeki hepatositlerin sitoplazmasinda pozitif
boyanma, kontrol grubu, SABK metod/AEC, x10 objektif, b: Hepatositlerin sitoplazmasinda
diffuz sekilde immunopozitif boyanma, I. deneme grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif, c:
Sentrilobuler yerlesimli bazi hepatositlerin sitoplazmasinda immunopozitif boyanma, IL
deneme grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif, d: Sentrilobuler bolgedeki hepatositlerin
sitoplazmasinda orta siddette immunopozitif boyanma, midzonal ve periportal bolgelerdeki bazi
hepatositlerin c¢ekirdeklerinde pozitif boyanma (oklar), II. deneme grubu, SABK metod/AEC,
x20 objektif
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grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif, b: Proksimal tubul epitellerinin sitoplazmasinda
immunopozitif boyanma, 1. deneme grubu, SABK metod/AEC, x10 objektif, ¢: Dejenere ve
hiperplastik tubulus epitellerinde graniiler boyanma, 1. deneme grubu, SABK metod/AEC, x20
objektif, d: Az sayida proksimal tubul epitellerinde sitoplazmasinda immunopozitif boyanma,
II. deneme grubu, SABK metod/AEC, x10 objektif

4.6.3 Metallotionein

Deneme ve kontrol gruplarindaki ratlarin karaciger, bobrek, dalak, mide-
bagirsak, kalp, akciger, beyin ve beyincik dokularina MT antikoru ile yapilan
calismanin sonuclar1 Tablo 5’te 6zetlenmektedir.

Metallotionein antikoru ile yapilan boyamada I. deneme grubundaki ratlarin
karaciger kesitlerinde c¢ogu hepatositte sitoplazmik ve niikleer boyanma gozlendi.

Ozellikle sentrilobuler bolgedeki hepatositlerin sitoplazmasi genelde homojen hafif
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diizeyde boyanmasina ragmen arada bazi hiicrelerin graniiler tarzda orta diizeyde, tek
tik bazilarinin da cok siddetli boyandig1 dikkati cekti. Ancak sitoplazmasi boyanan
hepatositlerin hepsinin ¢ekirdeklerinde boyanma gozlenmedi. Ayrica I. deneme
grubundaki olgularda bazi safra kanal epitellerinde boyanma gozlendi (Sekil 21-d). II.
deneme grubundaki ratlarda 6zellikle sentrilobuler bolgelerde daha az sayida hepatositte
I. deneme grubu ile ayni tarzda boyanma belirlendi. Kontrol gruplarinda boyanma
olmadi (Sekil 21).

Deneme gruplar1 ile kontrol gruplarina ait bobreklerde MT antikoru ile
ozellikle proksimal tubul epitellerinin sitoplazmasinin ve bu hiicrelerden bazilarinin
cekirdeklerinin immunopozitif boyandig1 gozlendi. Boyanan hiicreler ayn1 olmasimna
ragmen, II. deneme grubu I. deneme grubuna gore, deneme gruplarida kontrole gore
daha siddetli boyandi. Deneme gruplarindaki proksimal tubul epitellerinin
sitoplazmasinin bazal ve apikal bolgelerinin yogun ve ¢izgili tarzda, kontrollerin ise
daha zayif, segmental ve graniiler karakterde boyandig1 goriildii (Sekil 22).

Deneme ve kontrol gruplarindaki ratlarin MT antikoru ile midelerinde
boyanma goriilmezken, duodenum ve ileumunda submukozaya komsu en bazalde
lokalize olan hiicrelerin sitoplazmasi siddetli tarzda boyandi. Kontrol grubunda calisma
gruplarina oranla daha fazla sayida hiicrenin boyandigi goriildii (Sekil 23).

Calisma ve kontrol gruplarindaki ratlarin dalak, kalp, akciger, beyin ve

beyincik dokulari, MT antikoru ile immunoreaksiyon vermedi.
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Sekil 21: MT, karaciger, a: Negatif immun boyanma, Kontrol grubu, SABK metod/AEC, x10
objektif, b: Ozellikle sentrilobuler bolgedeki hepatositlerin sitoplazmasinda homojen hafif
boyanma, I. deneme grubu, SABK metod/AEC, x10 objektif, c: Sentrilobuler bolgedeki
hepatositlerin sitoplazmasinda homojen, graniiler ve ¢ok siddetli immunopozitif boyanma,
L.deneme grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif, d: Safra duktus epitellerinde boyanma (ok),
I. deneme grubu, SABK metod/AEC, x40 objektif, e: Az sayida hepatositte cok siddetli
immunopozitif boyanma, II. deneme grubu, SABK metod/AEC, x10 objektif

: ]
=
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Sekil 22: MT, bobrek, a: Proksimal tubul epitellerinin sitoplazmasinda segmental ve graniiler
tarzda boyanma yaninda pozitif boyanan bazi epitel hiicre cekirdekleri goriilmekte (oklar),
kontrol grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif, b: Proksimal tubul epitellerinin
sitoplazmasinda bazal ve apikal bolgelerde yogun cizgili tarzda immunopozitif reaksiyon, I.
deneme grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif, c¢: Proksimal ve distal tubul epitellerinde
sitoplazmik ve niikleer boyanma (oklar), I. deneme grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif
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Sekil 23: MT, bagirsak, a: Bagirsaklarda kriptlerin en bazalinde lokalize olan hiicrelerde
immunopozitif boyanma, kontrol grubu, SABK metod/AEC, x10 objektif, b: Daha az sayida
hiicrede immunopozitif boyanma, I. deneme grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif

4.6.4 Zn/Cu SOD

Deneme gruplart ile kontrol gruplarindaki ratlarin karaciger, bobrek, dalak,
mide-bagirsak, kalp, akciger, beyin ve beyincik dokularinda Zn/Cu SOD antikoru ile
yapilan ¢alismanin sonuglar1 Tablo 5’te gosterilmistir.

Zn/Cu SOD antikoru ile I. ve II. deneme gruplarindaki ratlarin karacigerlerinde
bazi hepatositlerin sitoplazmasinin homojen karakterde ve diffuz boyandigi, periportal
bolgelerde boyanmanin daha az oldugu ve II. deneme grubundaki ratlarda boyanmanin
daha hafif siddette oldugu gozlendi. Kontrol gruplarindaki ratlarda hepatositlerin
sitoplazmasinin ise ¢ok zayif immunopozitif oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 24).

Deneme gruplart ile kontrol gruplarindaki ratlarin bobreklerinde 6zelliklede
kortekste bazi proksimal tubul epitellerinin sitoplazmasi Zn/Cu SOD igin
immunopozitifti. Ancak I. deneme grubu ile kontrol gruplarindaki ratlarin proksimal
tubul epitellerinde II. deneme grubuna gore daha hafif siddette homojen boyanma
dikkati cekti (Sekil 24).

Incelenen tiim gruplardaki ratlarda dalakta 6zellikle kirmizi pulpa alanlarinda
Zn/Cu SOD ile pozitif reaksiyon veren hiicreler goriildii. II. deneme grubundaki ratlarda
boyanan hiicre sayis1 diger gruplara goére hem daha az, hem de daha soluk
karakterdeydi. Kontrol gruplarinda ise kirmizi pulpa alanlari disinda subkapsular

bolgede de bazi hiicrelerin boyandigi ve hiicrelerin boyanma yogunlugunun her iki
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deneme grubundan daha siddetli oldugu gozlendi.
Deneme gruplarinda midenin glandular bdliimiinde bazaldeki parietal

hiicrelerin sitoplazmasinin orta siddette homojen boyandigi dikkati cekti. Kontrol

gruplarinda ise parietal hiicrelerde bazalden yiizeye dogru boyanma siddetinin azaldigi

goriildii (Sekil 25).

SOD, a: Hepatos plazmasinda hafif homojen immunopozitif
boyanma, karaciger, kontrol grubu, SABK metod/AEC, x10 objektif, b: Hepatositlerin
sitoplazmasinda homojen ve diffuz boyanma, karaciger, I. deneme grubu, SABK metod/AEC,
x10 objektif, ¢: Proksimal tubul epitellerinde ¢ok hafif immunopozitif boyanma, bobrek, kontrol
grubu (G; glomerulus), SABK metod/AEC, x20 objektif, d: Proksimal tubul epitellerinde
siddetli immunopozitif boyanma, bobrek, II. deneme grubu (G; glomerulus), SABK
metod/AEC, x20 objektif
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Sekll 25 Cu/Zn SOD a: Parietal hucrelennde haflf siddete 1mmun0p021t1f boyanma mide,
kontrol grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif, b: Parietal hiicrelerde daha siddetli
immunopozitif boyanma, mide, I. deneme grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif, c:
Kardiyomyositlerde hafif diizeyde boyanma, kalp, kontrol grubu, SABK metod/AEC, x20
objektif, d: Kardiyomyositlerde siddetli diizeyde immunopozitif boyanma, kalp, 1. deneme
grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif

Zn/Cu SOD antikoru ile kalp kaslarina yapilan boyamalarda kardiyomyositlerin
sitoplazmasinin diffuz karakterde boyandigi, deneme gruplarinda kontrol gruplarina
gore boyanmanin daha siddetli oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 25).

Bagirsak, akciger, beyin ve beyincik dokular1 Zn/Cu SOD antikoru ile

boyanmadi.
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4.6.5 Kaspaz-9

Deneme ve kontrol gruplarindaki ratlarin karaciger, bobrek, dalak, mide-
bagirsak, kalp, akciger, beyin ve-beyincik dokularina kaspaz-9 antikoru ile yapilan
boyamalarin sonuclar1 Tablo 6’da gosterilmistir.

I. deneme grubundaki ratlarin karacigerinde hepatositlerin sitoplazmasi hafif
siddette homojen karakterde, bazi1 olgularda graniiler tarzda immunoreaksiyon verdigi
goriildii. II. deneme grubunda ise tek tiik hiicre boyanirken kontrol gruplarinda
hepatositlerde reaksiyon gozlenmedi (Sekil 26).

I. deneme grubundaki rat bobreklerinin korteks ve kortikomedullar
bolgelerinde bazi distal tubul epitellerin sitoplazmasi kaspaz-9 antikoru ile graniiler
tarzda boyandi. Ayrica her iki deneme grubundaki bazi ratlarda bobreklerin interstisyel
bolgesinde tek tiik kaspaz-9 pozitif hiicrelere rastlandi. Kontrol gruplarindaki
bobreklerde boyanma olmadi (Sekil 27).

Deneme gruplarindaki olgulara ait dalaklarda oOzellikle subkapsuler bolgeye
yakin kirmizi pulpa alanlarinda daha ¢ok, beyaz pulpada ise az sayidaki lenfoid hiicre
kaspaz-9 antikoru ile siddetli immunopozitif reaksiyon verdi. Kontrol gruplarinda ise
calisma gruplariyla aym bolgelerde ancak daha az sayidaki hiicrede orta siddette
boyanma goriildii.

Deneme gruplarindaki ratlarin midelerinin glandular mukoza bdoliimiinde,
ozellikle bazale dogru parietal ve prensipal hiicrelerde kaspaz-9 i¢cin homojen veya yer
yer beneklenme tarzinda immunoreaksiyon gozlendi (Sekil 28). Her iki deneme
grubundaki ratlarin midelerinin kutan mukozasinda subkorneal bolgedeki hiicrelerin
siddetli boyandig: goriildii. Deneme gruplarindaki ratlarin bagirsaklarinin duodenum ve
ileum boliimlerinde bazaldeki kript epitellerinde, kolonda ise bazi enterositlerin
sitoplazmasinda ¢ok hafif siddette pozitif reaksiyon dikkati ¢ekti. Kontrol gruplarinin
mide ve bagirsaklarinda boyanma c¢alisma gruplarina benzerdi, ancak daha hafif
siddetteydi.

I. deneme grubundaki rat kalplerinde bazi kas tellerinin sitoplazmalarinda
kaspaz-9 ile hafif homojen boyanma goriiliirken, deneme ile kontrol gruplarindaki
ratlarin kas telleri arasindaki interstisyel dokuda tek tilk immunopozitif hiicreler dikkati
cekti. Ayrica damarlarin media tabakasindaki kas tellerinde de immunopozitif reaksiyon

gozlendi (Sekil 28).
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Deneme ve kontrol gruplarina ait akciger ve beyin dokular1 kaspaz-9 antikoru
ile boyanmadi, ancak bu dokulardaki damarlarin media tabakalarinda immunopozitif
boyanmalar dikkati ¢ekti.

Deneme ve kontrol grubu ratlarin beyincik dokularinda kaspaz-9 antikoru ile
yapilan boyamalarda Purkinje hiicrelerinde ve serebellar nukleuslardaki bazi1 néronlarin
sitoplazmasinda orta siddette immunopozitif reaksiyon gozlendi.

Deneme ve kontrol gruplarina ait karacigerin portal bolgelerinde, bobrek
interstisyumunda ve hilus bolgesindeki yag hiicreleri arasinda, mide ve bagirsaklarda
propria, submukoza ile muskiiler katin kas demetleri arasinda, akcigerdeki peribronsial
ve peribronsiolar bolgelerde ve kalpte kardiyomiyositlerin arasinda lokalize olmus bazi
bag doku hiicrelerinin sitoplazmalarinin kaspaz-9 antikoru ile siddetli immunoreaksiyon
verdigi dikkati c¢ekti. Ayrica tim doku kesitlerinde muskiiler arterlerin media

tabakasinda bulunan diiz kas tellerinin de kaspaz-9 antikoru ile boyandig goriildii.

Sekil 26: Kaspaz-9, karaciger, a: Nagatif immun boyanma , Kontrol grubu, SABK metod/AEC,
x10 objektif, b: Hepatositlerin sitoplazmasinda homojen immunopozitif boyanma, 1. deneme
grubu, SABK metod/AEC, x10 objektif, ¢: Baz1 hepatositlerde graniiler tarzda boyanma, I
deneme grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif
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Sekil 27: Kaspaz-9, bobrek, a: Negatif immun boyanma, Kontrol grubu, SABK metod/AEC,
x10 objektif, b: Kortekste tubulus epitellerinde graniiler tarzda immunopozitif boyanma, I.
deneme grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif, ¢: Kortikomedullar bolgede distal tubulus
epitellerinde graniiler tarzda immunopozitif boyanma, I. deneme grubu, SABK metod/AEC, x20
objektif, d: Interstisyel dokuda tek tiik hiicrede immunopozitif boyanma, II. deneme grubu,

SABK metod/AEC, x20 objektif
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Sekil 28: Kaspaz-9, a: Midenin glandular mukozasinda parietal ve prensipal hiicrelerde orta
siddette immunopozitif boyanma, kontrol grubu, mide, SABK metod/AEC, x10 objektif, b:
Midenin glandular mukozasinda 6zellikle bazale dogru parietal ve prensipal hiicrelerde siddetli
homojen immunoreaksiyon, I. deneme grubu, mide, SABK metod/AEC, x20 objektif, c: Kalpte
kas telleri arasindaki interstisyel dokudaki az sayidaki hiicrede ve damarlarin media
tabakasindaki kas tellerinde (ok) immunopozitif boyanma, kontrol grubu, kalp, SABK
metod/AEC, x20 objektif, d: Bazi kardiyomyositlerin sitoplazmasinda hafif homojen boyanma,
kalp, I. deneme grubu, kalp, SABK metod/AEC, x20 objektif
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Tablo 6: Dokulara yapilan immunoperoksidaz testler sonucunda elde edilen bulgularin
semikalitatif degerleri ve istatistiksel olarak farkliliklar1 belirten degerler (n=10)

Organlar | Calisma Gruplar1 | Kaspaz-3 | Kaspaz-8 | Kaspaz-9 TUNEL
I. Deneme Grubu 2° 3 2° 3
Karaciger | II. Deneme Grubu 1° 0 1" 1°
Kontrol Grubu 1° 0’ 0° 1°
I. Deneme Grubu 2! 1° 2! 3!
Bibrek | IL. Deneme Grubu 2 0’ 1 2’
Kontrol Grubu 1 0’ 0° 1°
I. Deneme Grubu 1° 2! 3! 1°
Dalak 1. Deneme Grubu 1 1 3 1
Kontrol Grubu 1 1’ 2" 1*
I. Deneme Grubu 1" 0* 3 2"
Mide II. Deneme Grubu 1° 0* 3 3
Kontrol Grubu 1 0 2" 1°
I. Deneme Grubu 1° 1° 2! 2!
Bagirsak | II. Deneme Grubu 1? 1° 2° 2°
Kontrol Grubu 0’ 0’ 1 1
I. Deneme Grubu 2° 2° 2° 1°
Kalp II. Deneme Grubu 2 1’ 1’ 2
Kontrol Grubu 0 1’ 1’ 1’
I. Deneme Grubu 0* 0* 0* 0’
Akciger II. Deneme Grubu 0" 0* 0* 1°
Kontrol Grubu 0 0 0 0’
I. Deneme Grubu 0* 0* 0* 1"
Beyin II. Deneme Grubu 0* 0* 0" 1°
Kontrol Grubu 0* 0* 0* 0’
I. Deneme Grubu 0* 0* 2° 3
Beyincik | II. Deneme Grubu 0" 0* 2° 3
Kontrol Grubu 0 0 2 2"

a, b, c, aym harfi tasiyan siitunlarda grup ortalamalar1 arasindaki fark istatistik olarak
onemsizdir (P>0.05), (Semikalitatif degerler median cinsten elde edilen ortalama degerlerdir)
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4.6.6 Kaspaz-8

Deneme gruplari ile kontrol grubundaki ratlarin karaciger, bobrek, dalak, mide-
bagirsak, kalp, akciger, beyin ve beyincik dokularinda kaspaz-8 antikoru ile yapilan
immunoperoksidaz test sonuglar Tablo 6’da gosterilmistir.

I. deneme grubundaki bazi ratlarin karacigerinde hepatositlerin sitoplazmasinin
kaspaz-8 ile orta siddette homojen, bazilarinin ise graniiler tarzda boyandig: goriildii. II.
deneme grubu ve kontrol grubundaki ratlarin karacigerlerinde ise boyanmaya
rastlanmadi (Sekil 29).

Bobreklere kaspaz-8 antikoru ile yapilan boyamada, I. grup’taki ratlarda
kortekste distal ve proksimal tubuluslara ait birkag epitelin sitoplazmasi graniiler tarzda
immunopozitif iken, II. deneme grubu ve kontrol grubundaki bobrek dokularinda
boyanma goriilmedi (Sekil 29). Calisma ve kontrol gruplarina ait bobrek kesitlerinde
hilus bolgesinde yag hiicreleri arasinda sitoplazmasi kaspaz-8 antikoru ile yogun
boyanan hiicrelere rastlandi.

I. deneme grubundaki ratlara ait dalaklarin genelde kirmizi pulpa alanlarinda
kaspaz-8 antikoru ile sitoplazmasi yogun boyanmis lenfoid hiicreler goriildii. II. deneme
grubu ve kontrol gruplarindaki dalaklarda ise daha az sayidaki lenfoid hiicrenin
sitoplazmasinin ¢ok hafif siddette immunopozitif oldugu dikkati ¢ekti.

Deneme ve kontrol gruplarinda mideler kaspaz-8 antikoru ile immunoreaksiyon
vermedi. Deneme gruplarina ait bagirsaklarda sadece kriptlerin en bazalindeki
hiicrelerin pozitif boyandigi, ancak II. deneme grubunda I. deneme grubuna gore daha
az sayida hiicrenin boyandig1 goriildii. Kontrol gruplarina ait bagirsaklarda kaspaz-8
antikoru ile boyanma olmadi.

I. ve II. deneme grubu ratlarin kalp kasi tellerinin sitoplazmasi bazi1 olgularda
homojen bazilarinda graniiler karakterde hafif siddette boyandi. II. deneme grubunda
boyanan hiicre sayisinin daha az oldugu dikkati cekti. Kontrol gruplarinda ise
kardiyomiyositlerde boyanmaya rastlanmadi. Deneme ve kontrol gruplarina ait tiim kalp
kesitlerinde interstisyel bolgede bazi hiicrelerin  sitoplazmasinin  ¢ok siddetli
immunopozitif boyandig1 goriildii (Sekil 30).

Deneme ve kontrol gruplarinda akciger, beyin ve beyincik dokularinda kaspaz-8

antikoru ile boyanma olmadi.
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Sekil 29: Kaspaz-8, a: Negatif immun boyanma, kontrol grubu, karaciger, SABK metod/AEC,
x10 objektif, b: Bazi hepatositlerde graniiler tarzda immunopozitif boyanma, karaciger, L
deneme grubu, SABK metod/AEC, x10 objektif, ¢: Baz1 hepatositlerde homojen ve siddetli
immunopozitif boyanma, karaciger, I. deneme grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif, d:
Negatif immun boyanma, kontrol grubu, bobrek, SABK metod/AEC, x10 objektif, e: Bazi
tubulus epitellerinde immunopozitif boyanma, I. deneme grubu, bobrek, SABK metod/AEC,

x10 objektif

[
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Sekil 30: Kaspaz 8, kalp, a: Kardlyomyosr[lerde negatlf interstisyel dokuda cok az saylda bag
doku hiicresinde immunopozitif boyanma, kontrol grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif, b:

Kardiyomyositlerde graniiler tarzda immunopozitif boyanma, I. deneme grubu, SABK
metod/AEC, x20 objektif, ¢: Interstisyel dokuda bag doku hiicrelerinde immunopozitif
boyanma, I. deneme grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif

4.6.7 Kaspaz-3

Deneme gruplar1 ve kontrol gruplarindaki ratlarda karaciger, bobrek, dalak,
mide- bagirsak, kalp, akciger, beyin-beyincik dokularinda kaspaz-3 antikoru ile yapilan
boyamadan elde edilen sonuclar Tablo 6’da gosterilmistir.

I. deneme grubundaki bazi ratlarin karacigerinde tek tiik, bazilarinda ise daha
fazla sayida hepatositin sitoplazmasinda kaspaz-3 icin immunopozitif boyanma goriildii.
Ayrica hepatositler arasinda lokalize olan bazi apoptotik goriiniimlii hiicrelerin
(muhtemelen Kupffer hiicreleri) sitoplazmasinin da siddetli boyandig1 dikkati ¢ekti. II.
deneme grubundaki ratlarin karacigerinde hepatositlerde boyanma gozlenmezken,
hepatositlerin arasinda apoptotik goriiniimlii bazi siniizoidal hiicrelerde siddetli
boyanma goriildii. Kontrol grubundaki ratlara ait hepatositlerde boyanma olmadi, ancak
portal alanlarda sitoplazmasi pozitif boyanan hiicrelere rastlandi1 (Sekil 31).

Deneme gruplarindaki ratlarin konvolut proksimal ve distal tubuluslarinda az
sayida epitelin sitoplazmasi graniiler tarzda immunoreaksiyon verdi. Ayrica I. deneme
grubundaki bazi ratlarda Henle kulpu epitellerinde hafif pozitif boyanma dikkati ¢ekti.
Kontrol gruplarindaki bobreklerde ise ¢cok az sayidaki tubulus epitelinde immunopozitif
boyanma gozlendi (Sekil 32).

Deneme ve kontrol gruplarindaki ratlara ait dalaklarin kirmizi pulpa alanlarinda
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tek tilk lenfoid hiicrelerin kaspaz-3 antikoru ile immunopozitif reaksiyon verdigi
goriildii.

Hem deneme hem de kontrol gruplarindaki ratlarin midelerinin glandular
mukozasinda, bazi bez hiicrelerinin sitoplazmasinda hafif siddette graniiler tarzda
boyanma belirlendi. Deneme gruplarinin ileumunda az sayida kript epiteli kaspaz-3
antikoru ile boyanirken, duodenumda reaksiyon goézlenmedi. Kontrol grubuna ait

bagirsaklarda boyanmaya rastlanmadi (Sekil 33).
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Sekil 31: Kaspaz-3, karaciger, a: Hepatositlerde negatif, baz1 interstisyel hiicrelerde pozitif
boyanma, kontrol grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif, b: Bazi hepatositlerde ve apoptotik
goriiniimlii bazi perisiniizoidal hiicrelerde (oklar) immunopozitif boyanma, I. deneme grubu,
SABK metod/AEC, x20 objektif, c: Hepatositlerde negatif, apoptotik goriinlimlii bazi
perisiniizoidal hiicrelerde (oklar) immunopozitif boyanma, II. deneme grubu, SABK
metod/AEC, x20 objektif
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Deneme gruplarindaki olgularda bazi kardiyomyositlerin ve interstisyel
dokudaki bazi bag doku hiicrelerinin sitoplazmasi1 kaspaz-3 antikoru ile homojen
karakterde immunopozitif boyanma gosterdi. Ancak II. deneme grubundaki
boyanmanin daha hafif siddette oldugu goézlendi. Kontrol gruplarinda boyanmaya
rastlanmadi (Sekil 33).

Akciger, beyin ve beyincik dokularinda kaspaz-3 antikoru ile immunoreaksiyon

gozlenmedi.
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Sekil 32: Kaspaz-3, bobrek, a: Az sayidaki tubulus epitelinde immunopozitif boyanma, kontro
grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif, b: Bazi konvolut proksimal ve distal tubuluslarda
graniiler tarzda immunopozitif boyanma, II. deneme grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif, c:
Medullada dejenere Henle kulpu hiicrelerinde immunopozitif boyanma, I. deneme grubu, SABK
metod/AEC, x20 objektif
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Sekil 33: Kaspaz-3, a: Negatif immun boyanma, bagirsak, kontrol grubu, SABK metod/AEC,
x10 objektif, b: Baz kript epitellerinde yogun immunopozitif boyanma, bagirsak, II. deneme
grubu, SABK metod/AEC, x10 objektif, ¢: Negatif immun boyanma, kalp, kontrol grubu,
SABK metod/AEC, x20 objektif, d: Kardiyomyositlerin sitoplazmasinda hafif siddette,
interstisyel dokudaki baz1 bag doku hiicrelerinde siddetli immunopozitif boyanma, 1. deneme
grubu, SABK metod/AEC, x20 objektif

4.6.8 TUNEL metodu ile apoptotik hiicrelerin belirlenmesi
Deneme ve kontrol gruplarindaki ratlarin karaciger, bobrek, dalak, mide-
bagirsak, kalp, akciger, beyin ve beyincik dokularina ait TUNEL test sonuglar Tablo
6’da gosterilmistir.
I. deneme grubunda II. deneme grubuna gore daha cok sayida hepatosit
cekirdeginde immunopozitif reaksiyon goriildii. I. deneme grubunda bazi safra kanali

epitellerinin ¢ekirdeginin de pozitif boyandigr dikkati cekti (Sekil 34-c). Kontrol
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gruplarinda ise bazi ratlarda tek tiik, bazilarinda ise daha fazla sayida hepatositin
immunopozitif oldugu goriildii (Sekil 34).

Deneme gruplarinda kortekste 6zellikle distal daha az sayida proksimal tubul
epitellerinin, ayrica medullada bazi Henle kulpu epitellerinin cekirdeginin pozitif
boyandig1 goriildii. II. deneme grubunda boyanan hiicre sayisinin I. deneme grubuna
gore daha az oldugu dikkati ¢ekti. Kontrol gruplarinda ise kortekste ¢alisma gruplarina
gore daha az sayida distal ve proksimal tubul epitelleri boyandi. Hem deneme hem de
kontrol gruplarindaki ratlarda glomerular yumak icerisinde bazi hiicrelerin
immunopozitif oldugu gozlendi (Sekil 35).

Deneme ve kontrol grubundaki ratlarin dalaklarina uygulanan TUNEL metodu
sonucunda tek tiik pozitif boyanan hiicrelere rastlandi, ancak gruplar arasinda onemli bir
farklilik yoktu.

Deneme gruplarina ait ratlarin kalp kasi tellerinde TUNEL metodu ile pozitif
boyanma gozlendi. Ancak II. deneme grubunda pozitif boyanan hiicre sayisinin I
deneme grubuna gore arttigi belirlendi. Kontrol gruplarinda bazi kardiomyosit
cekirdeklerinin de pozitif boyandigi gozlendi (Sekil 35).

Deneme gruplarindaki ratlarin midelerinin kutan mukazasinda hiperkeratotik {iist
tabakanin altindaki hiicrelerde kontrol gruplarina gére daha ¢ok sayida hiicrenin
cekirdeginin boyandigi dikkati cekti. Deneme gruplarina ait ratlarin midelerinin
glandular mukazasinda genelde bazale yakin parietal ve prensipal hiicrelerin TUNEL
pozitif olduklar1 goriildii. Pozitif hiicre sayisinin II. deneme grubunda I. deneme
grubuna gore artis gosterdigi, kontrol gruplarinda ise boyanan hiicre sayisinin ¢alisma
gruplarina gore daha az oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 36). Bagirsaklarin duodenum, ileum
ve kolon boliimlerinde kontrol gruplarinda bagirsak kriptlerinde tek tiik TUNEL pozitif
hiicrelere rastlanirken, calisma gruplarinda kontrol gruplarindaki bulgulara ilave olarak
cok sayida enterositte pozitiflik dikkati ¢ekti (Sekil 36).

I. deneme grubu ve kontrol gruplarindaki ratlara ait akciger kesitlerinde pozitif
hiicrelere rastlanmazken, II. deneme grubundaki ratlarda siklikla karsilagilan interstisyel
pnomoni nedeniyle peribronsial ve interalveolar septal dokularda bazi mononiikleer
hiicrelerin, alveol liimenini doseyen epitellerin TUNEL pozitif boyandiklar1 dikkati
cekti.

Deneme gruplarina ait bazi ratlarda beyin zarlarinin, koroid pleksusun,
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ependim hiicrelerinin, subependimal hiicrelerin ve yer yer glia hiicrelerinin TUNEL
pozitif olduklar1 dikkati ¢ekti. Kontrol gruplarinda ise az sayida glia hiicresinin TUNEL
pozitif oldugu gozlendi. Hem deneme hem de kontrol gruplarindaki ratlarin
beyinciklerinde graniilozum tabakasi hiicrelerinin immunopozitif oldugu, ayrica deneme
gruplarindaki ratlarin molekiilare katindaki glia hiicrelerinin de pozitif boyandig: dikkati

cekti (Sekil 37).
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Sekil 34: TUNEL metot, karaciger, a: Az sayida hepatosit ¢ekirdeginde pozitif boyanma,
kontrol grubu, DAB, x20 objektif, b: Baz1 hepatosit ¢ekirdeklerinde immunopozitif boyanma,
I.deneme grubu, AEC, x20 objektif, ¢: Duktus biliferi epitellerinin ¢ekirdeginde immunopozitif
boyanma, I. deneme grubu, DAB, x20 objektif, d: Az sayida hepatosit g¢ekirdeginde
immunopozitif boyanma, II. deneme grubu, AEC, x20 objektif
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Sekil 35: TUNEL metot, a: Bobrekte az sayida distal ve proksimal tubul epiteli ¢ekirdeginde
pozitif boyanma, kontrol grubu, DAB, x10 objektif, b: Bobrek distal ve proksimal tubul epitel
cekirdeginde immunopozitif boyanma, 1. deneme grubu, DAB, x10 objektif, ¢: Kalpte baz
kardiyomyositlerin ¢ekirdeginde pozitif boyanma, kontrol grubu, AEC, x20 objektif, d: Kalpte
cok sayida kardiyomyosit ¢ekirdeginde immunopozitif boyanma, II. deneme grubu, AEC, x20
objektif
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AEC, x20 objektif, b: Cok sayida mide bez epitelinin ¢ekirdeginde immunopozitif boyanma, I.
deneme grubu, AEC, x20 objektif, ¢: Bagirsakta ¢ok az sayida kript epitelinin ¢ekirdeginde
pozitif boyanma, kontrol grubu, AEC, x20 objektif, d: Bagirsakta cok sayida enterosit
¢ekirdeginde immunopozitif boyanma, I. deneme grubu, AEC, x20 objektif
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Sekil 37: TUNEL, a: Beyinde glia hiicrelerinde hafif pozitif boyanma, kontrol grubu, AEC, x20
objektif, b: Ependim hiicreleri TUNEL negatif, kontrol grubu, AEC, x40 objektif, c: Beyinde
cok sayida glia hiicresinde pozitif boyanma, I. deneme grubu, AEC, x20 objektif, d: Ependim
hiicreleri TUNEL pozitif, II. deneme grubu, AEC, x40 objektif, e: Serebellumda graniilozum
tabakasinda ¢ok sayida TUNEL pozitif hiicre, kontrol grubu, AEC, x20 objektif, f:
Serebellumda graniilozum ve molekiilare tabakalarinda ¢ok sayida TUNEL pozitif glia
hiicreleri, I. deneme grubu, AEC, x20 objektif
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5. TARTISMA

Bakir, memelilerin dokularinda birikebilen ve dokulardaki konsantrasyonlari
kritik degerlere ulastifinda toksik etkiler gosterebilen bir metaldir. Bu metale maruz
kalindiginda basta karaciger ve bobrek olmak iizere, pek cok dokuda patolojik
degisiklikler gelistigi bildirilmektedir (Harris, 2003; Lutsenko ve ark., 2007).

Sunulan calismada bakira maruz birakilan her iki deney grubunun serum bakir
konsantrasyonu, kontrol gruplarinin serum bakir konsantrasyonuna gore anlamli
diizeyde yiiksek oldugu gozlendi. I. deneme grubundaki ratlarin serum bakir
konsantrasyonunun II. deneme grubundakilere gore yiiksek olmasini, Fuentealba ve ark.
(1987) ve Haywood ve ark. (1985)’nin hipotezlerinde belirttigi gibi, bakirin karacigerde
farkli hiicresel organellerde biriktikten sonra olusan doygunlugun ardindan, bakirin
tasiyici proteinlere baglanarak kana verilmesi ve bobrekler ilizerinden atilmasi ile
aciklanabilir. Ayrica Harada ve ark. (1993) bakirin safrayla atilmaya baslamasinin
ardindan safradaki konsantrasyonunun plazmadakinden daha yiiksek oldugunu
bildirmislerdir.

Karaciger bakir metabolizmasinin gergeklestigi organdir. Bu nedenle bakirin en
onemli hedef organinin karaciger, daha sonra da bobrek oldugu bildirilmistir (Linder ve
Hazegh-Azam; 1996). Haywood ve ark. (1985) ratlarda oral yolla bakir zehirlenmesi
olusturarak haftalara gore dokulardaki bakir birikimini rodanin boyama teknigi ile
gostermislerdir. Arastiricilar ikinci haftadan itibaren karacigerde bakirin lizozom,
cekirdek ve cekirdekgikte birikmeye basladigini, uygulamanin dordiincii haftasinda ise
bakir birikiminin ikinci haftadan daha yiiksek olmadigimmi belirtmislerdir. Sunulan
calismadaki bulgular, Haywood ve ark. (1985)’nin bildirdiklerine benzer olarak dort
hafta bakir verilen II. deneme grubundaki ratlarin karacigerlerinde bakir birikiminin I.
deneme grubundan daha az yogunlukta oldugu izlendi. Bakirin rodanin boyasi ile
karacigerin tiim lobcuklar1 ve hepatositlerinde (Haywood ve ark., 1985, Harada ve ark.,
1993) ya da midzonal bolge ve periportal bolgelerde (Fuentealba ve ark., 2000; Roy ve
ark., 2009) graniiler yapida boyandigi ifade edilmistir. Bu ¢alismada bakirin karacigerin
tim lopcuklarinda ve tiim hepatositlerinde (I. deneme grubu olgu no: 1,2,6,7.8,
9,10,12,13), periportal bolgelerdeki hepatositlerde yogunlugu artmis olarak (I. deneme

grubu olgu no: 11,14) boyanmasi, bahsedilen literatiire (Haywood ve ark., 1985; Harada
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ve ark., 1993; Fuentealba ve ark., 2000) benzerdi. Ozelikle II. deneme grubundaki
ratlarda (olgu no: 2,3,4,6,7 ve 10) lopguk icerisinde daginik hiicre kiimeleri seklinde ya
da lopguk icerisinde tek tiik hiicreler (I. deneme grubu olgu no: 4,5 ve II. deneme grubu
olgu no: 1,6,8,9,11,12,13,14) tarzinda boyandig1 gozlendi. Rodanin ile bakirin safra
kanalikuluslar1 boyunca, daha az miktarda da hepatositlerin sitoplazmasinda graniiler
tarzda bulundugu dikkati ¢ekti. Bakirin hepatosit ¢ekirdeginde de biriktigi bilinmesine
ragmen, bu calismada rodanin boyasi ile cekirdekte bakirin gosterilememis olmasi,
Fuentealba ve ark. (1987)’nin bildirdikleri ile uyumlu bulundu. Bu calismada gruplar
icinde hepatositlerdeki bakirin rodanin teknigi ile boyanma tarzinda ve yogunlugunda
gozlenen farkliliklarin, ratlarin  bireysel  Ozelliklerden  kaynaklanabilecegini
diistindiirmiistiir.

Bakirin genel olarak Kupffer hiicreleri ve siniizoidal hiicrelerde boyanmamasi
Harada ve ark., (1993)’1n bildirdikleri ile uyumludur. Ancak hepatositlerde bakirin en
yogun olarak boyandigi bir olguda (I. deneme grubu, olgu no: 7) baz1 Kupffer hiicre
sitoplazmasinin da rodanin pozitif oldugu dikkati ¢ekti.

Bakirin viicuttan atiliminda ikinci derecede 6nemli olan organ bobrektir. Bakir
bobrekte proksimal tubulus epitellerinin lizozom ve cekirdeklerinde birikmektedir
(Fuentealba ve ark., 1987). Haywood ve ark. (1985) bakir zehirlenmesinin ikinci
haftasindan itibaren rodanin boyas: ile bakirin proksimal konvolut tubul liimeni ve
epitellerinin sitoplazmasinda graniiler yapida varligini bildirmislerdir. Bu calismada 1.
deneme grubundan sadece 3 olguda (olgu no: 4,7,13), II. deneme grubundan ise 5
olguda (olgu no: 3,5,11,12 ve 13) benzer bulgulara rastlandi. II. deneme grubunda daha
fazla sayida olguda boyanmanin goriilmesinin nedeni; bir ¢cok ¢alismada (Haywood ve
ark., 1985; Fuentealba ve ark., 1987; Fuentealba ve ark., 1989; Fuentealba ve ark.,
1993; Bremner, 1998; Aburto ve ark., 2001; Gerberding, 2004) ifade edildigi gibi,
bakirin hepatositlerin ¢ekirdek ve lizozomlarinda biriktikten sonra hepatositlerin hasar
gormesi sonucu serbest kalan bakirin kana gecerek filtrasyon sirasinda bobrek tubulleri
tarafinda resorbe edilmesi ile aciklanabilir.

Bakir zehirlenmesinde karacigerin mikroskobik incelemesinde gozlenen
lezyonlar spesifik degildir. Bunlar, hepatositlerde vakuoler dejenerasyon ve
anizokaryozis (Ke ve ark., 2008), hepatosit cekirdeklerinde piknozis ve karyoreksisle

kendini gosteren tek hiicre nekrozu (Haywood ve ark., 1985; Bremner, 1998; Aburto ve
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ark., 2001), apoptotik cisimlerin olugmasi (Bremner, 1998), Kupffer hiicresi (Aburto ve
ark., 2001) ve hepatositlerin sitoplazmasinda hyalin kalintilar1 (Fuentealba ve ark.,
2000; Aburto ve ark., 2001), Kupffer hiicrelerinin ya da hepatositlerin sitoplazmasinda
Mallory cisimcigine benzer yapilarin olugsmasi (Bremner, 1998; Roy ve ark., 2009),
periportal bolgelerde lenfositlerin  ¢ogunlukta bulundugu mononiikleer hiicre
infiltrasyonu (Fuentealba ve ark., 2000; Aburto ve ark., 2001; Gerberding, 2004; Ke ve
ark., 2008), portal bolgelerde hafif fibrozis (Ke ve ark., 2008; Roy ve ark., 2009),
cevresi cogunlukla makrofaj daha az miktarda nétrofil ve lenfosit ile kusatilmis kiiciik
nekrotik odaklar (Fuentealba ve ark., 2000; Aburto ve ark., 2001) ve safra kanallarinda
proliferasyon (Roy ve ark., 2009) olarak bildirilmistir.

Bu calismada yukarida bahsedilen literatiirde belirtilen benzer histopatolojik
bulgulara rastlanmistir. Histopatolojik bulgular agisindan her iki deneme grubu arasinda
farkliliklar gozlenmistir. Karacigerin portal bolgelerinde lenfositlerin c¢ogunlukta
bulundugu mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve karacigerde parankim dejenerasyonu II.
deneme grubunda I. deneme grubuna gore daha hafif siddette oldugu dikkati c¢ekti.
Sullivan ve ark. (1991) buzagilarda bildirdikleri safra kanal epiteli hiperplazisini,
Cooper ve ark. (1996) tavsanda yaptiklar1 bakir zehirlenmesinde de gdzlemlemislerdir.
Safra kanali epitelindeki hiperplazi ratta sadece Roy ve ark., (2009) tarafindan safra
kanali proliferasyonu olarak bildirilmis olup, bu durum mevcut calismada her iki
deneme grubunda da hafif derecede gozlendi. I. deneme grubundaki olgularin
hepatositlerinde gozlenen karyomegali, anizokaryozis ve c¢ekirdekteki vezikiil
olusumlar1 II. deneme grubunda daha hafif siddetteydi, ancak c¢ift c¢ekirdekli
hepatositlerin II. deneme grubunda anlamli derece fazla oldugu goriildii. Cekirdekte
gozlenen vezikiil yapilarinin glikojen birikimi oldugu ifade edilmektedir (Langner ve
Denk, 2004). I. deneme grubunda nekrotik hepatositler yaninda apoptotik hepatositler
ve apoptotik cisimlerin, II. deneme grubunda ise karyolitik cekirdekli fokal
hepatoselliiler nekroz alanlarimin daha fazla oldugu belirlendi. Nitekim karacigere
yapilan TUNEL boyamalarinda I. deneme grubunda II. deneme grubuna gore daha fazla
saylda hiicrede pozitiflik belirlendi. Hepatositlerde biriken bakir, ROS {iretimini artirir
(Formigari ve ark., 2007). Uretilen ROS’nin ana hedefinin mitokondri oldugu ve
hiicrelerin apoptozisine neden oldugu bu c¢alismadaki bulgularla uyumluluk

gostermektedir (Pourahmad ve ark., 2003; Pulido ve Parrish, 2003; Rana, 2008).
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Dordiincii haftadan itibaren hepatositlerde nekrozun daha fazla goriilmesi Fuentealba ve
Haywood (1988)’un bakir zehirlenmesi olusturduklar: ratlarda yaptiklari ultrastruktural
calismanin sonuglartyla uyumlu bulunmaktadir.

Bobreklere ait histopatolojik bulgular Haywood ve ark. (1985)’nin bulgular ile
uyumluydu. I. ve II. deneme grubundaki olgularda genel olarak kortekste konvolut
distal tubullerde daha siddetli, proksimal tubullerde daha hafif siddette parankim
dejenerasyonu, nekroz ve epitellerde deskuamasyon gozlendi. Ayrica kortikomedullar
bolgedeki tubuluslarda siddetli hidropik dejenerasyon dikkati cekti. I. deneme grubunun
tiim olgularinda gozlenen 6zellikle subkapsiiler yerlesimli glomeruler atrofi, II. deneme
grubunda sadece dort olguda (olgu no: 3,7,8 ve 9) hafif diizeyde goriildii.

Bobrek tubuluslarinda gozlenen dejeneratif ve nekrotik degisikliklerin iskemik
ya da toksik nedenli olup olmadigin1 anlamak i¢cin PAS boyasi1 tiim olgulara uygulandi.
Boyama sonucunda tubuluslarin bazal membranlarinin saglam oldugu goriildii. Bu
durum bobrek tubuluslarinda gozlenen dejeneratif ve nekrotik degisikliklerin toksik
nedenli olabilecegini gostermektedir. Karacigere yapilan PAS boyama sonucunda
Kupffer hiicrelerinin sitoplazmasinin PAS pozitif boyandigi dikkati c¢ekti. Benzer
bulgular koyunda (Bremner, 1998) ve Fischer ratlarinda (Aburto ve ark., 2001)’da
belirtilmistir. Bremner (1998) bakir zehirlenmesinde karacigerde Kupffer hiicrelerinin
sitoplazmasinda rastlanan pembe renkli ve PAS pozitif yapilar1 Mallory cisimcigine
benzetirken, Aburto ve arkadaslar1 (2001) ise aymi yapilar1 hyalin kalintilar1 olarak
tanimlamiglar ve bunlarin aslinda apoptotik cisimler oldugunu bildirmislerdir. Kupffer
hiicrelerinde PAS pozitif olan bu yapilara I. deneme grubundaki olgularda rastlanirken,
II. deneme grubu ve kontrol grubundaki olgularda rastlanmamistir. Zaten deneme ve
kontrol gruplarinin karacigerlerine yapilan kaspaz-3,-8 ve -9 ile TUNEL boyamalarinda
I. deneme grubunda II. deneme grubuna gore daha cok sayida apoptotik hiicrelere
rastlanmistir. Bu bulgular Aburto ve ark. (2001) nin bulgularim1 dogrular niteliktedir. II.
deneme grubunda apoptozisin I. deneme grubundan daha az olmasinin sebebinin ratlarin
bakira kars1 gelistirdikleri toleranstan ya da adaptasyondan kaynaklanabilecegi
diistiniildii.

Ratta bakir zehirlenmesinin ii¢ fazi oldugu bildirilmistir. Ik fazda bakir
karacigerde farkli hiicresel kompartmanlarda belirgin bir hasar olusturmaksizin

birikmekte, sonraki fazda karacigerde bakir diizeyi artarken yangi ve nekroz olugmakta,
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son donemde ise karacigerde bakir diizeyi diismeye baslamakta ve parankim dokuda
rejenerasyon sekillenmektedir. Bu asamadan sonra ise ratlarda bakira karsi tolerans
gelismektedir (Gerberding, 2004). Sunulan calismada 6zellikle 4 hafta bakir uygulanan
II. deneme grubundaki ratlarin karacigerlerinde rejenerasyonun sekillenmeye baslamasi
bu hipotezi desteklemektedir.

Yapilan bakir zehirlenmesinde mide ve bagirsaklar, akciger, kalp, dalak, beyin
ve beyincik dokular1 histopatolojik olarak incelenmistir. Amerikan Ulusal Toksikoloji
Programinda (1990) (Gerberding, 2004) bildirilenlere benzer olarak bakirin, midenin
kutan- glandular mukoza gecit bolgesindeki cok katli yassi epitelde hiperplazi ve
hiperkeratozis olusturdugu gozlendi. Ancak hiperplazi ve hiperkeratozisin sadece gecit
bolgesinde degil midenin kutan mukozasi1 boyunca biraz daha devam ettigi belirlendi.

Ratta oral yolla olusan bakir zehirlenmesinin akcigerlerde histopatolojik
lezyonlara neden olmadigi bildirilmistir (Gerberding, 2004). Deneme gruplarina ait
akcigerlerde gozlenen, perivaskiiler ve peribronsioler yogun lenfosit infiltasyonu ve
peribronsial lenfoid doku hiperplazisi, interalveolar septal dokularda kalinlagma,
amfizem, alveol liimenlerinde lenfosit ve alveolar makrofajlardan olusan mononiikleer
hiicre infiltrasyonu bulgularinin, bakir zehirlenmesi ile ilgili olmayip mevcut baska bir
enfeksiyondan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniildii.

Amerikan Ulusal Toksikoloji Programinda (1993) (Gerberding, 2004) bildirilene
benzer olarak bu caligmadaki bakir zehirlenmesinin de, kalp kasinda her hangi bir
histopatolojik degisiklige neden olmadig gozlenmistir.

Bakir zehirlenmesinin insan ya da farkli hayvan tiirlerinde sinir sistemi iizerine
etkilerinin fizyopatolojik ve biyokimyasal olarak incelendigi caligmalara (Strausak ve
ark., 2001; Rossi ve ark., 2004; Arciello ve ark., 2005; Niciu ve ark., 2006; Sabolic,
2006) rastlanmasina ragmen, histopatolojik olarak incelendigi c¢alismalar oldukca
yetersizdir. I. ve II. deneme grubu ratlarinda merkezi sinir sisteminin histopatolojik
incelemelerinde bakir zehirlenmesi nedeniyle olustugu diisiiniilebilecek herhangi bir
lezyona rastlanmamustir.

Memelilerde bakir1 hiicre icine alan transmembran proteinleri dokular arasinda
farklilik gostermesine ragmen, Ctrl’in {iniversal bakir alicist oldugu kabul edilmektedir
(Samsonov ve ark., 2006). Organizmadaki tiim dokular bakira ihtiya¢ duyar, ancak
dokularda Ctrl ekspresyonu acisindan farkliliklar vardir (Holzer ve ark.,2006).
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Memelilerde Ctrl mRNA’s1 en yiiksek karaciger, bobrek, testiste daha sonra
bagirsaklarda en az beyin, kalp ve kas dokuda eksprese edilmistir (Zhou ve Gitschier,
1997). Memelilerde bakirin mide ve ozellikle duodenumdan emildigi bildirilmektedir
(Lutsenko ve ark., 2007). Bakir kiiproz forma indirgendikten sonra enterosit
membraninda bulunan Ctrl tarafindan emilmektedir (Lonnerdal, 2008).

Calismada deneme ve kontrol grubu ratlara ait midelerde Ctrl antikoru ile
boyanan hiicre sayis1 ve boyanma yogunlugu acisindan farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p>0.05). I. deneme grubunda, midede kutan mukozanin stratum
graniilozum tabakasindaki hiicreler ile glandular mukozanin parietal hiicrelerinin
stoplazmast homojen, 1. deneme grubundaki olgularin graniiler tabakadaki hiicrelerin
sitoplazmasi graniiler, parietal hiicrelerin ise homojen boyandig1 goriilmiistiir. Kontrol
gruplarindaki ratlarin midelerinde Ctrl antikoru ile ayni hiicrelerde ¢ok daha hafif
reaksiyon gozlenmistir. Holzer ve arkadaslar1 (2006) normal insan midesinde az sayida
G hiicresinin hCtrl antikoru ile immunoreaksiyon verdigini bildirmislerdir. Caligmada
deneme ve kontrol gruplar1 bagirsaklarinda boyanan hiicre sayist ve boyanma
yogunlugu acisindan farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p>0.05). Deneme
gruplarinda duodenum ve ileum enterosit sitoplazmalarinin Ctrl antikoru ile boyanmast,
Kuo ve ark. (2006) bulgulariyla, kolon epitelinin boyanmasi ise Holzer ve ark. (2006)
bulgulartyla uyumlu bulunmustur. Ayrica kontrol gruplarinin ince bagirsaklarinda,
Holzer ve ark. (2006)’nin bildirdikleri gibi bir boyanma gozlenmedi. Bauerly ve ark.
(2004)’nin Western blot teknigiyle yaptig1 calismada diyetteki bakir miktar arttifinda,
bagirsaklarda Ctrl mRNA ve protein diizeylerinin arttif1 gozlenmis, buna bagli olarak
bakir emilimi ve tasinmasinin, bakir tasiyicit proteinlerin ekspresyonlarindaki
degisikliklerle diizenlenebilecegi hipotezini ileri siirmiislerdir. Elde edilen bulgular bu
hipotezi destekler nitelikte bulunmustur. Ctrl antikoru ile bakirin asil emildigi yerler
olan mide ve duodenum disinda kolonun da reaksiyon vermis olmasi, Ctrl’in farkli
dokularda farkli gorevlere sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Ctr1’in doku spesifik
fonksiyonu hala tam olarak bilinmemekle birlikte, son zamanlarda platin iceren
antikanser ilaclarinin  hiicre ig¢ine alinmasindaki etkisini arastiran c¢aligsmalar
yapilmaktadir. Bu proteinin fonksiyonlarinin daha iyi anlagilmasinin kanser tedavisinde
yeni stratejilerin gelistirilmesine katki saglayacagi diisiiniilmektedir (Holzer ve ark.,

2006; Samsonov ve ark., 2006).
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Memelilerde Ctrl mRNA’s1 en yiiksek diizeyde karacigerde saptanmistir (Zhou
ve Gitschier, 1997). Holzer ve ark. (2006)’da insan karacigerlerinde hCtrl mRNA’sin1
tespit etmelerine ragmen, immunohistokimyasal olarak boyanmadigini bildirmislerdir.
Kuo ve ark. (2006) ise, farelerde Ctr1’in karaciger safra kanalikiilleri boyunca eksprese
edildigini bildirmislerdir. Ctrl antikoru ile yapilan karaciger boyamasinda, I. deneme
grubundaki ratlarin hepatositlerinde ©zellikle hiicre membrant ve membrana komsu
sitoplazmada yogun, II. deneme grubundaki ratlarda ise hepatosit membranlarinda hafif
diizeyde immunoreaksiyon gozlendi. Kontrol grubundaki ratlarda periportal alanlardaki
hepatositlerin sitoplazmasinda, diger alanlardaki hepatositlerin ise hiicre membraninda
homojen hafif diizeyde reaksiyon dikkati cekti. Caligmada karacigere uygulanan
immunoperoksidaz boyamalar sonucunda I. deneme grubu ve kontrol grubu ile II.
deneme grubu arasindaki farklilik anlamli bulundu (p>0.05). Buna gore II. deneme
grubundaki Ctrl boyamasimin I. deneme grubu ve kontrol gruplar: ile kiyaslandiginda
cok daha az olmasi, Petris, (2004)’in farkli hiicre tiplerinde Ctrl proteininin hiicredeki
lokalizasyonunun ortamdaki bakir miktarina gore degisiklik gosterebildigi, bunu
hiicrenin bakir birikimine karsi gelistirdigi bir adaptasyon mekanizmasi olabilecegi
sonucunu dogrulamaktadir.

Kuo ve ark. (2006) fare bdobreklerinin korteksindeki tubuluslarin apikal
kutuplarinda, Holzer ve ark. (2006) ise insan bobreginde sadece distal tubul
epitellerinde Ctrl antikoru ile boyanma oldugunu bildirmislerdir. Yapilan calismada
hem proksimal hem de distal tubul epitellerinin sitoplazmalarinin bazal kisimlarinda,
ayrica Henle kulpu ve pelvis renalisteki epitellerin sitoplazmalarinda boyanma
saptanmistir. Kontrol grubu ile II. deneme grubundaki ratlarin distal tubul epitellerinin
Ctrl antikoru ile benzer reaksiyon gosterdigi, I. deneme grubunun ise II. deneme grubu
ile aym1 ya da daha hafif boyandig1 belirlendi. Deneme ve kontrol grubu bobrekleri
arasinda boyanan hiicre sayis1 ve boyanma yogunlugu acisindan istatistiksel dnemlilik
gbzlenmedi.

Kuo ve ark. (2006)’nin calismasina benzer olarak, her iki deneme grubuna ait
dalaktaki lenf follikiilleri ve periarteriolar lenfoid doku Ctrl i¢in pozitifti. Ancak bu
calismada ilave olarak kirmizi pulpa alanlarinda daha fazla sayidaki hiicrenin
sitoplazmasinin daha yogun boyandig1 goriildii. Kontrol gruplarinda ise deneme gruplari

ile aynm1 bolgelerde, ancak ¢ok daha zayif immunopozitiflik gézlendi. Calismada deneme
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gruplan ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak da onemlilik gosterirken
(p>0.05).

Deneme ve kontrol gruplarinin kalplerinde bazi kardiyomyositlerin Ctrl
antikoru ile farkli siddette boyanmasi, Holzer ve ark. (2006)’'nin normal insan
kalplerinde belirttikleri boyanma ile benzerlik gosterdi. Bazi arastiricilar (Kuo ve ark.,
2006) fare kalbinde interkalat disklerinin Ctrl antikoru ile immunoreaksiyon verdigini
bildirmiglerdir. Bu calismada interkalat disklerinde boyanmaya rastlanmamistir. I.
deneme grubu ile II. deneme grubu ve kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p>0.05). Ancak II. deneme grubu ile kontroller arasindaki fark
Onemsiz bulundu.

Her iki deneme grubunun akcigerlerinde peribronsial lenfoid dokuda bazi
mononiikleer hiicrelerin, interalveolar septal dokuda bazi hiicreler ile ayrica alveolar
makrofajlarin sitoplazmasinin siddetli boyandigi goriildii. Kontrol gruplarinda ise
peribronsial bolgede tek tiik lenfoid hiicrelerde boyanmalar goze carpti. Kuo ve ark.,
(2006) farelerde yaptiklar1 c¢alismada, akciger dokusunun Ctrl antikoru ile pozitif
reaksiyon verdigini bildirmisler, ancak hangi bolge ya da hiicrelerde boyanma oldugunu
belirtmemislerdir. Holzer ve ark. (2006) ise normal insan akcigerinde nadiren
bronsiyollerin noéroendokrin hiicreleri ve alveolar makrofajlarin Ctrl ile boyandigim
bildirmislerdir.

Merkezi sinir sisteminde Ctrl antikoru koroid pleksus (Holzer ve ark., 2006;
Kuo ve ark., 2006) ve hipotalamus’ta (Holzer ve ark., 2006) pozitif immunoreaksiyon
verdigi belirtilmistir. Sunulan caligmada yukarida belirtilen bulgulara rastlanmamustir.
Beyin ve beyincikte Ctrl ekspresyonu agisindan deneme ve kontrol gruplari arasinda
fark goriillmemistir. Beyinde kornu ammonis bolgesinde hem neuropilde hem de bu
bolgedeki bazi noronlarin sitoplazmasinda, beyincikte ise Purkinje hiicreleri ile bazal
ganglionlarda bazi noronlarin sitoplazmalarinda boyanma tespit edildi. Beyin ve
beyincikte deneme ve kontrol gruplarina yapilan immunoperoksidaz boyama sonuglari
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsizdi.

Petris, (2004)’in belirttigi ve bu calismada elde edilen bulgulara gore farklh
hiicre tiirlerinde Ctrl proteininin hiicredeki lokalizasyonunun ortamdaki bakir miktarina
gore degisiklik gosterebildigi hipotezi karaciger icin gecgerli olmakla birlikte,

arastirmaya alinan diger dokular icin gecerli olmamistir. Ctrl antikoru ile
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immunohistokimyasal boyamada, bobrek, dalak, kalp, beyin ve beyincik dokularinda
kontrol gruplan ile deneme gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik gozlenmedi. Elde
edilen bulgular Klomp ve ark. (2002)’nin hCtrl’in hiicredeki lokalizasyonunun hiicre
tiirlerine gore farklilik gosterebildigi, ancak ortamdaki bakir miktarinin Ctrl’in
lokalizasyonunu etkilemedigi sonucunu ve Ctrl’in doku spesifik fonksiyona sahip
olabilecegi hipotezini (Kuo ve ark., 2006) dogrulamaktadir.

Bakir, organizmadaki tiim hiicreler icin cok 6nemli bir element olmasina ragmen
fazlaliginda toksik etki olusturmasi nedeniyle intraselliiler diizeyi siirekli kontrol altinda
tutulmalidir (Petris, 2003). Memelilerde bakir homeostazisinin, bakir metabolizmasinda
gorev alan pek cok protein tarafindan kontrol altinda tutuldugu bildirilmektedir. Bu
amacla alinan bakir miktar1 arttiginda bakir metabolizmasinda gorev alan gen ve
proteinlerin miktarlarinda ve hiicredeki lokalizasyonlarinda degisiklikler oldugu
bildirilmistir (Lonnerdal, 2008). ATP7B bakirin, seruloplazmine baglanmasini ve
fazlaliginda safrayla atilmasini sagladig icin bakir homeostazisinde ¢ok dnemli bir yere
sahiptir (Lutsenko ve ark., 2007; La Fontaine ve ark., 2010). ATP7B genindeki bir
bozukluk, insanlarin Wilson hastaligina benzeyen Toksik Milk Mouse ve Long Evans
Cinnamon ratlarmin bakir toksikozisine neden olmaktadir (Fuentealba ve Aburto,
2003). Northern blot analizi ile ATP7B’nin karaciger ve bdobrekte yiiksek; beyin,
plasenta, akciger ve kalpte daha diisiik diizeylerde eksprese edildigi tespit edilmistir
(Bull ve ark., 1993; Muramatsu ve ark., 1998).

ATP7B hepatositlerde bakir1 sitoplazmada vezikiiler kompartmanlarda tutarak
seruloplazmin sentezinde kullanmakta, diger taraftan hepatositlerdeki bakir diizeyi
yiikseldiginde vezikiiler kompartmanlardan perikanalikiiler bolgeye tasiyip safra
yoluyla atilmasini saglamaktadir (Schaefer ve ark. 1999; Cox ve Moore, 2002; Lutsenko
ve ark., 2007; La Fontaine ve Mercer; 2007). Schaefer ve ark. (1999) ile Cox ve Moore,
(2002) ATP7B’nin, normal sartlarda hepatositlerin sitoplazmasinda graniiler tarzda,
bakir yiikseldiginde ise hepatositlerin perikanalikiiler bolgelerinde yine graniiler tarzda
immunoreaksiyon verdigini bildirmislerdir. ATP7B antikoru ile 1. deneme grubundaki
cogu olguda hepatositlerin sitoplazmasinda homojen boyanma goézlenirken, sadece bir
olguda (olgu no:8) yukarda adi gecen calismalarda belirtildigi gibi hepatositlerin
perikanalikiiler bolgelerinde graniiler tarzda boyandigi goriildii. II. deneme grubu ve

kontrol gruplarinda ise boyanma I. deneme grubundan farkli olup, sentrilobuler
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bolgelerdeki bazi hepatositlerin sitoplazmasinin ve cogunun cekirdeginin boyandigi
gozlendi. ATP7B’nin bakir konsantrasyonuna bagl olarak hiicre ici lokalizasyonunun
degistigini bildiren caligmalar (Schaefer ve ark., 1999; Ke ve ark., 2008) vardir. Ancak
elde edilen sonuclar, Moore ve ark. (2002) nin bildirdigi gibi, ATP7B’nin karacigerdeki
lokalizasyonunun tam olarak belirlenemedigi hipotezini dogrulamaktadir. ATP7B ile
karaciger dokularina yapilan immunoperoksidaz boyama sonucunda deneme ve kontrol
gruplar1 arasinda fark anlamli bulundu (p>0.05). Karacigerde II. deneme grubunda
ATP7B’nin, I. deneme grubundan daha az hiicrede boyanmasi, hepatositlerde biriken
bakirin kana verilmeye baslamasi ya da safra yoluyla atilmaya baslamasi nedeniyle
olabilecegi diisiiniildii.

ATP7B’nin bobrekteki lokalizasyonu farkli kaynaklarda farkli sonuglarla
degerlendirilmistir. Moore ve Cox, (2002), ATP7B’nin fare bdobreginde renal
glomeruluslarda ve medullanin i¢ ve dis katindaki Henle kulpunda lokalize oldugunu
bildirirken, Linz ve ark. (2008) proksimal ve distal tubul epitellerinde eksprese
edildigini bildirmislerdir. Deneme ve kontrol gruplarinda ATP7B antikoru ile yapilan
boyama sonuglari, Linz ve ark. (2008)’nin bulgulariyla kismen uyumlu olup sadece
proksimal tubul epitellerinde boyanma gozlendi. Bakir zehirlenmesinde bakirin
bobrekte en fazla biriktigi hiicreler olan proksimal tubul epitellerinin ATP7B antikoru
immunopozitif boyanmasi, Linz ve ark. (2008)’nin bildirdikleri ATP7B’nin bobrekte
bakir homeostazisini saglamak i¢cin ATP7A’ya yardimci oldugu fikrini dogrulamaktadir.
Deneme gruplar arasinda ATP7B ile boyanan hiicre sayist ve yogunlugu acisindan
istatistiksel fark onemsizken, deneme gruplari ile kontrol grubu arasindaki fark onemli
bulundu (p>0.05).

Mide ve bagirsakta ATP7B antikoru ile ilgili ¢alismalar oldukg¢a kisithdir. Weiss
ve ark. (2008) ATP7B’yi fare duodenum ve jejunumunda enterositlerin periniikleer ve
supraniikleer bolgelerinde tespit etmislerdir. Bu arastirmada, deneme gruplart ile kontrol
gruplarinda midenin parietal hiicreleri boyanirken, bagirsaklarda boyanma gézlenmedi.
Midede ATP7B ile boyanan hiicre sayisi ve yogunlugu I. deneme grubunda II. deneme
grubu ve kontrol gruplarina oranla istatistiksel énemlilik gosterdi (p>0.05). Karaciger
disindaki dokularda ATP7B’nin fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte,
ATP7B’nin fazla bakirin vezikiillerde tutulmasini saglayarak ya da hiicrenin

apikalinden bakir atilimin1  saglayarak bakir homeostazisini saglayabilecegi
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diistiniilmektedir (Weiss ve ark., 2008; La Fontaine ve ark., 2010).

Rat beyninde ATP7B dagilimini immunohistokimyasal olarak inceleyen Saito ve
ark. (1999), hipokampiisiin CA1 ve CA4 bolgesindeki piramidal néronlarinda, dentate
gyrusun granular hiicre katinda, olfaktorik bolgenin glomeriiler hiicre katinda ayrica
diisiik diizeyde serebral korteksin piramidal katindaki néronlarda ve kaudat putamende,
serebellumda ise Purkinje hiicrelerinde ATP7B ekspresyonunu tespit etmislerdir. Bu
calismada ATP7B antikoru ile hem deneme hem de kontrol gruplarina ait beyin ve
beyincik dokularinda boyama saptandi. Beyinde o6zellikle talamus bolgesindeki bazi
noronlarda periniikleer olarak orta siddette ve homojen karakterde gozlenen
immunoreaksiyon Saito ve ark. (1999)’'nin calismasiyla uyumluluk gostermemistir.
Beyincikte ATP7B antikoru ile boyanma, Saito ve ark. (1999) ile Barnes ve ark. (2005)
bildirdikleri gibi Purkinje hiicrelerinde go6zlendi, ancak ilave olarak serebellar
niikleuslardaki bazi noronlarin periniikleer bolgelerinde de goriildii. ATP7B’nin beyin
ve beyincikte kiiproenzimlerin ve seruloplazminin biyosentezini  sagladigi
diistiniilmektedir (Barnes ve ark., 2005).

ATP7B antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyamalardan elde edilen
sonuclar arasinda gozlenen farkliliklari, ATP7B’nin boyanma yogunlugunun aldehit
fiksasyonunun siiresiyle ters orantili olmasina baglanmaktadir (Linz ve Lutsenko,
2007). Sunulan ¢alismada dokular bir giin 6n fiksasyon ardindan trimlenip bir giin daha
fiksasyon yapildiktan sonra bloklandi. Dolayisiyla dokularin fiksasyon siiresi ¢cok uzun
tutulmamistir, ancak elde edilen sonuglardaki farkliliklarin bireysel o6zelliklerden,
uygulanan bakir miktarindan ya da zehirlenme siiresi ile uygulama yolundaki
farkliliktan kaynaklanabilecegi sonucuna varildi.

Metallotioneinin memeli dokularindaki ekspresyonu, dokularin gelisim
donemlerine gore degisiklik gostermektedir ve bakirin hiicre i¢i tasinmasi, hiicre ici
konsantrasyonunun korunmasi ve depolanmasinda rol oynamaktadir (Nishimura ve ark.,
1989; Harris, 2003; Ogra ve ark., 2006). Pek cok agir metal iyonu (Cu, Zn, Cd, Hg),
hormonlar, sitotoksik ve yangisal etkenler, oksidatif ajanlar ve stres durumlari
karacigerden MT in biosentezini tetikledigi bildirilmistir (Irato ve ark., 2001; Santon ve
ark., 2002; West ve ark., 2008). Fuentealba ve ark.(2000) bakir zehirlenmesi yapilan
ratlarda MT in yangisal odaklarin ¢cevresindeki hepatositlerde ¢ok hafif intrasitoplazmik

ve intraniikleer boyandigini belirtmislerdir. Bu calismada 1. deneme grubundaki
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olgularda ¢ogu hepatositin ve baz1 safra kanal epitellerinin hafif diizeyde
intrasitoplazmik ve intraniikleer, II. deneme grubundaki olgularda ise Ozellikle
sentrilober bolgelerdeki hepatositlerin ayn1 karakterde boyandig tespit edildi.
Calismada MT antikoru ile pozitif boyanan hepatosit sayisi ile boyanma yogunlugu
acisindan deneme gruplari ile kontrol gruplart arasindaki farklilik istatistiksel dnemlilik
gosterdi (p>0.05).

Karacigerde MT ekspresyonunu gelisimsel olarak inceleyen Nishimura ve ark.
(1989), 60 giinliik ratlarin hepatositlerinin ¢cogunun sitoplazmik, az olarak niikleer;
Fuentealba ve ark. (2000) ise normal karacigerlerde hepatositlerin ¢ok zayif
intrasitoplazmik ve intraniikleer boyandigini bildirmisler, oysa ¢alisma kapsamindaki
kontrol karacigerlerinin hepatositlerinde boyanma goézlenmemistir. Bu MT’ in gerekli
durumlarda karacigerde biyosentezinin artmasi nedeniyle deneme gruplarinda
immunohistokimyasal olarak gosterilebilirken, kontrol karacigerlerinde MT’i
gosterebilecek kadar bu teknigin hassas olmayabilecegini akla getirmektedir. Hepatosit
cekirdeginin MT antikoru ile pozitif reaksiyon vermesini Nishimura ve ark. (1989)
MT’in bu hiicrelerden sentezlenmesine baglarken, Mullins ve Fuentealba, (1998)
cekirdekte bakirin MT ile baghh olarak bulunmasi seklinde agiklamistir. Sunulan
calismada sadece I. deneme grubu karacigerlerinde safra kanali epitellerinin MT
antikoru ile boyanmasi Nishimura ve ark. (1989)’nin, bakir ile bagli olarak MT’nin
safraya salinmasindan kaynaklanabilecegi hipotezini dogrulmaktadir.

Deneme gruplar ile kontrol gruplarina ait bobreklerin MT antikoru ile yapilan
boyamalarinda elde edilen sonuglar, Nishimura ve ark. (1989), Schmid ve ark. (1993)
ile Mullins ve Fuentealba (1998)’nin ayr1 ayr yaptiklar1 calismalarda elde ettikleri
sonuglarla benzer bulundu. Bobrekteki bakir birikiminin karacigerde oldugu gibi hem
sitoplazmada hem de cekirdekte sekillendigi iyi bilinmektedir. Mullins ve Fuentealba
(1998) bakir verilen ratlarin bobreklerinde MT antikoru ile tubulus epitellerinin
sitoplazma ve cekirdeklerinin olusan MT-Cu kompleksinden dolayr immunorektivite
gosterdigini ve ayrica bobreklerden MT-Cu kompleksinin idrar yoluyla atilarak bakir
homeostazisininin saglanmasina yardimci oldugunu vurgulamiglardir. Calismada MT
antikoru ile bobreklerde pozitif boyanan hiicre sayisi ile boyanma yogunlugu deneme
gruplart ile kontrol gruplar arasindaki farklilik istatistiksel Onemlilik gostermistir

(p>0.05). Schmid ve ark (1993)’nin MT ekspresyonunun 6. haftada en {iist diizeye
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ulastig1 yoniindeki bulgulari, bu ¢alismada II. deneme grubunda olusan boyanmanin I.
deneme grubu ve kontrol gruplarina gore daha siddetli olmasi sonucu ile
desteklenmistir.

Metallotionein antikoru ile I. deneme grubunda karacigerde, II. deneme
grubunda ise bobrekte daha siddetli reaksiyon gozlenmesi, subkronik bakir
zehirlenmesinde erken donemde karacigerde ge¢ donemde bobrekte MT’in daha fazla
eksprese edildigi seklinde yorumlanabilir. Bu durumu Irato ve ark. (2001) agir metallere
uzun siire maruz kalindiginda hepatositlerde olusan hasar neticesinde bakirin kana
verilerek, bobreklerde proksimal tubullerden geri emilmesi ve burada MT’e gecici
olarak baglanmasi hipotezi ile aciklamislardir.

Deneme ve kontrol gruplarina ait ince bagirsaklarda literatiirle (Bauerly ve ark.,
2004; Nishimura ve ark., 1989; Mullins ve Fuentealba, 1998) uyumlu olarak MT
antikoru kriptlerin en bazalinde bulunan hiicrelerde hem cekirdek hem de sitoplazmada
immunopozitif reaksiyon gosterdi. Belirtilen caligmalarda bu hiicrelerin Paneth
hiicreleri oldugu bildirilmistir. Paneth hiicreleri lizozomlarinda bulunan antimikrobiyal
madde ile ince bagirsaklarda savunma icin Ozellesmis hiicreler olmakla birlikte,
lizozomlarinda bulunan MT ile luminal iyon dengesinin saglanmasinda ve kriptlerin
gelisiminde gorev yapmaktadirlar (Porter ve ark., 2002). Mullins ve Fuentealba, (1998)
hepatosit ve bobrek tubul epitellerinde oldugu gibi Paneth hiicrelerinde de lizozomlarda
ve cekirdekte Cu-MT kompleksi olusarak bakir zehirlenmesinin engellendigini
bildirmektedirler. Ancak calismadan farkli olarak, villuslarin kolumnar epitellerinde
(Bauerly ve ark., 2004; Nishimura ve ark., 1989) ve Goblet hiicrelerinde (Nishimura ve
ark., 1989) MT antikoru ile pozitif boyanma bildirilmektedir. Bauerly ve ark. (2004)
yemlerine bakir ilave ettikleri farelerde ince bagirsaklarda MT ekspresyonunun arttigini
bildirmelerine ragmen, bu ¢alismada kontrol grubunda deneme gruplarina gore daha
fazla sayida Paneth hiicresinin MT antikoru ile immunopozitif boyandig1 gozlendi.
Ancak MT antikoru ile boyana hiicre sayis1 agisindan deneme gruplari ile kontrol grubu
arasindaki fark istatistiksel onemlilik gostermedi.

Bakir (Cu*™ ) glutasyon veya askorbik asit gibi indirgeyici ajanlarin varliginda
Cu”e indirgenir. Bakirin indirgenme reksiyonlari olan Fenton ve Haber-Weiss
reksiyonlart hidrojen peroksitten siiperoksit ve hidroksil radikallerinin olusmasini

katalize eder (Lloyd ve ark., 1997; Bremner, 1998; Valko ve ark., 2005; Roy ve ark.,
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2009). Olusan ROS’nin hiicrelerde lipid peroksidasyonuna, DNA hasarina ve Ca*™
homeostazisinin bozulmasina neden oldugu bildirilmektedir (Britton, 1996; Valko ve
ark., 2005). Sonug olarak serbest bakirin hepatotoksik, neurotoksik ve nefrotoksik etkisi
ortaya cikmaktadir (Stohs ve Bagchi, 1995). Bakirin hiicrelerde olusturdugu oksidatif
stres, basta Cu/Zn SOD olmak iizere antioksidanlar tarafindan ortadan kaldirilmaktadir
(Stohs ve Bagchi, 1995).

Karaciger ve bobrekte bakir diizeyi yiikseldiginde Cu/Zn SOD aktivitesinin
arttigin1 bildiren caligmalar (Irato ve Albergoni, 2005) yaninda, karacigerde bakir
diizeyi yiikseldiginde Cu/Zn SOD aktivitesinin azaldigini bildiren ¢alismalar da (Roy ve
ark., 2009) vardir. Cu/Zn SOD antikoru ile boyanma, karacigerde I. deneme grubunda
orta II. deneme grubunda hafif siddette, bobrekte ise I. deneme grubunda oOzellikle
kortekste bazi proksimal tubul epitellerinde, II. deneme grubunda Kkorteksten
kortikomedullar bolgeye dogru proksimal tubul epitellerinde gézlendi. SOD antikoru ile
yapilan immunoperoksidaz boyama sonucunda, karaciger dokusunda I. deneme grubu
ile II. deneme grubu ve kontrol grubu arasindaki fark, bobrek dokusunda II. deneme
grubu ile I. deneme grubu ve kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel onemlilik
gosterdi (p>0.05). Karaciger ve bobrege ait kontrol gruplarinda boyanma deneme
gruplar1 ile ayni olup cok daha hafif siddetteydi. Cu/Zn SOD antikoru ile
immunoreaksiyonun karacigerde II. deneme grubunda I. deneme grubundan daha zayif
olmasi, bobreklerde ise II. deneme grubunda I. deneme grubundan daha genis bir
bolgenin boyanmasi, bakirin karacigerde olusturdugu hepatotoksik etkiden sonra kana
gecip bobrekler tarafinda reabsorbe edilmesi ve bu donemde karacigerde
rejenerasyonun baslamast ile aciklanabilir. Ratta bakir zehirlenmesine karsi
adaptasyonun gelistigi donem olan 3-5. haftalarda karacigerde rejenerasyonun olugsmaya
baslamas1 ve bobreklerde bakirin proksimal tubullerde birikmesi Cu/Zn SOD antikoru
ile elde edilen boyanma sonuclarini agiklamaktadir. Irado ve Albergoni, (2005) nin
yaptiklart ¢calismada bakir zehirlenmesinde karacigerde Cu/Zn SOD aktivitesinin arttigi
yoniindeki bulgularinin, sunulan c¢alismanin sonuglarini destekler nitelikte oldugu
goriildi.

Saito ve ark. (1999) SOD’un beyin ve beyincikte ATP7B’nin eksprese oldugu
bolgeler olan hipokampusun kornu ammonis ve dentate gyrusunda, olfaktorik bolgede,

serebral kortekste, kaudat putamende ve Purkinje hiicrelerinde eksprese oldugunu
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belirlemislerdir. Boylece MSS’de noronlarda ATP7B’nin SOD gibi kiiproenzimlerin
biyosentezini sagladigini, iiretilen SOD’un siiperoksit radikallerini tutarak ndéronal
hasar1 engelledigini ileri siirmiislerdir. Bakir zehirlenmesinde noronlarda olusan
oksidatif stres mitokondrial hasara, sonug¢ olarak noéron dejenerasyonuna neden oldugu
bildirilmektedir (Arciello ve ark., 2005). Ancak Cu/Zn SOD antikoru ile deneme
gruplari ile kontrol gruplarina ait beyin ve beyincikte boyanma saglanamadi.

Bakir organizmada pek cok protein ve enzimin yapisina girdiginden dolayi
onemli bir element olmasi yaninda intraselliiler birikimi toksik etkilerinin ortaya
cikmasina neden olmaktadir. Tiim toksik metallerde oldugu gibi bakir, intraselliiler
antioksidanlarin azalmasi, ROS’nin detoksifikasyonunu saglayan bazi antioksidan
enzimlerin inhibisyonu ve ROS iiretiminin artmasi ile karakterize oksidatif strese neden
olmaktadir (Formigari ve ark., 2007). Oksidatif stres arttiginda hiicrelerin nekroz ya da
apoptozis ile oliime gittigi bildirilmektedir (Kannan ve Jain, 2000; Roy ve ark., 2009).
Hiicrede normal sartlarda mitokondride hiicresel solunum sirasinda az miktarda ROS
tiretilirken, lizozomlarda bakir biriktiginde bu organel tarafindan ROS’nin iiretiminin
arttign ve iretilen ROS’nin ana hedefinin mitokondri oldugu ileri siirtilmiistiir
(Pourahmad ve ark., 2003; Pulido ve Parrish, 2003; Rana, 2008). ROS, mitokondri
permeabilitesini ya da transmembran potansiyelini bozarak veya matriksten Ca*?un
sitosole salinmasina neden olarak etkilerini gosterdikleri ifade edilmektedir (Kannan ve
Jain, 2000; Krumschnabel ve ark., 2005; Sabolic, 2006; Roy ve ark., 2009). Sinerjistik
etkiye sahip olan ROS ve Ca*?, mitokondri fonksiyonlarinin bozulmasina, organelin su
alip sismesine ve sitokrom c’nin sitosole salinmasina neden olarak apoptozisin intrinsik
yolu olan kaspaz-9’u ve devaminda kaspaz-3’ii aktive ettigi ileri siiriilmiistiir (Kannan
ve Jain, 2000, Sabolic, 2006). Son zamanlarda yapilan baska bir calismada,
hepatositlerde bakir zehirlenmesi nedeniyle olusan ROS’nin asit sfingomiyelinazi aktive
edip, seramidin iiretilmesine neden olarak hiicreyi apoptozisin intrinsik yoluyla 6liime
gotiirdiigii ileri siirlilmistiir (Brewer, 2007). Diger taraftan Nawaz ve ark. (2006)
alabaliklarda olusturduklar1 bakir zehirlenmesinde hepatositlerde olusan ROS’nin
intraselliiler Ca™ konsantrasyonunu artirarak ERK (ekstracellular signal-regulated
kinase)’in aktivasyonuna, boylece dogrudan hiicrenin c¢ekirdegine etki ederek

apoptozisine neden oldugunu ileri siirmiislerdir. Toksik metaller nedeniyle fazla iiretilen
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ROS’nin TNFR ve Fas reseptorleri araciligiyla kaspaz-8’1i aktive ettigi de ileri
siiriilmektedir (Strand ve ark., 1998; Pulido ve Parrish, 2003).

Mufti ve ark. (2006) insanlarda ATP7B genindeki bozukluga bagli olarak
gelisen Wilson hastaligi ve diger bakir zehirlenmelerinde, hiicrede bakir diizeyi
yiikseldiginde anti-apoptotik bir protein olarak bilinen X-bagli apoptozis inhibitorii
(XIAP; X- linked inhibitor of apoptosis)’niin diizeyinin siddetle diistiigiinii, sonucta
kaspaz-3’iin aktive oldugunu bildirirlerken, Strand ve ark. (1998) ise Wilson
hastalarinda hepatositlerde CD95 ve CD95L (Fas-FasL) mRNA ekspresyonunun arttigi
ve buna bagli olarak kaspaz-8’in aktive olarak apoptozisin gelistigini ileri siirmiislerdir.

Bakir zehirlenmesi ile ilgili yapilan pek ¢ok calismada ¢ok farkli sonuclar elde
edilmistir. Sunulan ¢alismada karacigere uygulanan immunoperoksidaz testte kaspaz-9,-
8 ve -3 antikorlar1 ile I. deneme grubunda pozitif boyanan hiicre sayis1 II. deneme grubu
ve kontrol grubuna gore istatistiksel onem gostermistir (p>0.05). Karacigerde 1. deneme
grubunda kaspaz-9, kaspaz-8 ve kaspaz-3 immunopozitifken, II. deneme grubunda
sadece birka¢ hepatosit kaspaz-3 ile pozitif reaksiyon vermistir. Karacigere yapilan
TUNEL boyamalarinda ise, I. deneme grubundaki ratlarda II. deneme grubuna gore
daha fazla sayida hiicrede pozitiflik belirlenirken, pozitif boyanan hiicre sayisina gore I.
deneme grubu ile II. deneme grubu ve kontrol grubu arasindaki farklik istatistiksel
olarak 6nemli bulundu (p>0.05). Ayrica 1. deneme grubunda duktus biliferi epitellerinde
de TUNEL pozitif reaksiyonlara rastlandi. Elde edilen sonuglara gore bakir
zehirlenmesinin akut doneminde hepatositlerin nekroz yaninda apoptozisin intrinsik ve
ekstrinsik yollarinin her ikisini de kullanabildikleri goriildii. Subkronik dénemde
hepatositlerde nekrozun daha fazla goriilmesi Haywood ve ark. (1985) nin ifadeleriyle
uyumlu bulunmaktadir.

Toksik metaller bobreklerde reabsorbe edildikleri yer olan proksimal konvolut
tubul epitellerinde fonksiyon bozukluguna ve glomeruluslarda hasara neden oldugu
bilinmektedir (Sabolic, 2006). Bobrekte 1. deneme grubunda kaspaz-9 ile, kaspaz-8 ve
kaspaz-3’e gore daha fazla sayida tubulus epitelinin immunoreaksiyon verdigi, II.
deneme grubunda ise kaspaz-9 ve kaspaz-3 ile ¢cok az sayida hiicrenin reaksiyon verip
kaspaz-8’in hi¢ reaksiyon vermedigi goriildi. TUNEL boyamalarinda ise 1. deneme
grubunda II. deneme grubuna gore daha fazla sayida hiicrenin c¢ekirdeginde pozitiflik

tespit edildi. Calismada kaspaz-9 pozitif hiicre sayisina gore I. deneme grubu ile II.
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deneme grubu ve kontrol grubu arasindaki farklilik istatistiksel olarak Onemli iken
(p>0.05), kaspaz-3 pozitif hiicre sayist agisindan 1. deneme grubu ile II. deneme grubu
arasindaki farklilik ©Onemsiz, ancak deneme gruplar ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p>0.05). TUNEL metodunda pozitif hiicre
sayist ise deneme gruplar1 arasinda istatistiksel Onemsiz ancak deneme gruplari ile
kontrol grubu arasinda istatistiksel Onem gosterdi (p>0.05). Bobrekte bakir
zehirlenmesinin akut doneminde apoptozisle Olen tubulus epitellerinde kaspaz-9’un
pozitif olmasi, literatiirde (Sabolic, 2006) belirtildigi gibi ROS’nin c¢esitli yollarla
apoptozisin intrinsik yolunu uyarmasiyla agiklanabilir.

Bakirin neden oldugu neuronal apoptozisin mekanizmalar1 cesitli sekillerde
aciklanmaktadir. Bakir zehirlenmesinin incelendigi bir calismada neuronal apoptozisin,
pS53 proteinine bagimli ya da p53 proteininden bagimsiz olusabilecegi bildirilmistir
(Rana, 2008). Rossi ve ark., (2004) ve Sheline ve Choi (2004) neuronlarda oksidatif
stres sonucu meydan gelen mitokondrial hasara bagli oldugunu, Tassabehji ve ark.
(2005) pS3 proteininin transkripsiyonel aktivitesinin bakir tarafindan degistirilmesinin
bir sonucu oldugunu, Vanlandingham ve ark. (2005) ise p53 proteininin niikleer
translokasyon ve indiiksiyonuna bagli olarak apoptozisin gelistigini ileri siirmiislerdir.
Bu calismada deneme ve kontrol gruplarina ait beyin ve beyincik dokularinin kaspaz-3,
kaspaz-8 ve kaspaz-9 antikorlari ile yapilan immunoperoksidaz boyamalarda, beyincikte
Purkinje hiicrelerinin ve serebellar niikleuslarda bazi neuronlarin sadece kaspaz-9
antikoru ile pozitif reaksiyon vermesi, bakirin p53 proteinine bagimli ya da bagimsiz
olarak neuronal apoptozise neden olabilecegi hipotezini destekler nitelikte bulunmustur.

Metallerin toksik etkilerini azaltmak icin Oncelikle bobreklerde tubulus
epitellerinde normalde bulunan Zn-MT’den Zn’nun ayriip MT’in bu metallerle
baglanmasi saglanir. Bu savunma yeterli olmadiginda daha sonraki asamada MT ve
SOD iiretiminin arttig1 ileri siiriilmiistiir (Sabolic, 2006). Sabolic, (2006)’in ¢alismasi ile
uyumlu olarak, antioksidan etkiye sahip metallotioneinin her iki deneme grubunda
yiiksek olmasi ve Cu/Zn SOD ise II. deneme grubunda, I. deneme grubu ve kontrol
gruplarina gore daha siddetli reaksiyon vermesi subkronik bakir zehirlenmesinde olusan
ROS’nin detoksifikasyonu i¢in antioksidan aktivitenin arttigini gostermektedir. Ancak
mevcut  antioksidan ~ mekanizma  ROS’nin  olusturdugu  hiicresel  hasari

engelleyemediginde hiicrelerde nekroz ya da apoptozis sekillenir. Sabolic, (2006) hasara
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ugrayan hiicrede mitokondri ATP iiretebiliyorsa apoptotik yol ile, ATP
sentezleyemiyorsa nekroz yoluyla oldiiglinii, bu nedenle bazi metallerle olusan
zehirlenmesinde hem nekroz hem de apoptozisin birlikte goriildiigiinii ileri siirmiistiir.
Ancak bakir zehirlenmesi nedeniyle olusan ROS lizozom membraninda lipid
peroksidasyonuna neden olarak lizozomal enzimlerin salinmasina ve sitototoksik
etkinin ortaya ¢ikmasina neden oldugu da unutulmamalidir (Pourahmad ve ark., 2001).
Ayrica bakir zehirlenmesinde hepatosit ve bobrek tubulus epitellerinin ¢ekirdeklerinde
biriken bakirin, cekirdegi hasara ugratarak renal ve/veya hepatik nekroza neden

oldugunu ileri siiren bir ¢alisma da bulunmaktadir (Haywood ve ark., 1985).
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5. SONUC

Bu calismadan elde edilen bulgulara gore bakir zehirlenmesinin siireye bagh
olarak farkli organ ve dokularda farkli etkiler gosterirken, bireysel farkliliklarin
karacigerde bakir birikimini etkileyebildigi, belirtilen siirelerde ve miktarda bakirin akut
donemde karacigeri, subkronik donemde bobregi daha fazla etkiledigi, akciger, kalp,
dalak, beyin ve beyincik dokularini ise etkilemedigi, subkronik- kronik donemde
ratlarin karacigerinde bakira adaptasyonun gelistigi sonucuna varilmistir.

Ctrl ile ATP7B’nin zehirlenmenin subkronik donemde karaciger, dalak ve
kalp dokularinda azaldig1 goriilmiistiir. Bobrek, mide, beyin ve beyincik dokularinda ise
Ctrl ekspresyonu artarken, ATP7B’nin ayn1 dokularda sabit kaldig1 belirlenmistir. Bu
bulgular, Ctrl proteininin hiicredeki lokalizasyonunun ortamdaki bakir miktarina gore
degisiklik gosterebildigi ancak bu durumun tiim dokular i¢in gecerli olmadig1 ayrica,
Ctrl’in doku spesifik fonksiyona sahip olabilecegini diisiindiirmiistiir. ATP7B’nin ise
farkli dokularda ortamdaki bakir miktarina gore ekspresyonu ve hiicredeki
lokalizasyonunun degisebilecegi sonucuna varilmastir.

Metallotionein ve Cu/Zn SOD’in bakir zehirlenmesinin akut déneminde
karacigerde, subkronik doneminde bobrekte, hem akut hem de subkronik donemde
bagirsak ve kalp dokusunda immunopozitif oldugu belirlenmistir. Incelenen dokularda
bakir zehirlenmesine karsi korumada MT ve Cu/Zn SOD’in etkin bir goreve sahip
olduklar1 anlagilmistir. Kalp kasinda Cu/Zn SOD’1n yiiksek diizeyde ekspresyonu, bakir
zehirlenmesinde kalbin daha ayrintili incelenmesi gerektigini diisiindiirmiistiir.

Memelilerde bakir metabolizmasinda gorev alan proteinler, bakir
homeostazisini kontrol altinda tutmaktadir. Alinan bakir miktar1 arttiginda bakir
metabolizmasinda gorev alan gen ve proteinlerin miktarlarinda ve hiicredeki
lokalizasyonlarinda degisiklikler oldugu ve bunun da hiicrenin bakir birikimine karsi
gelistirdigi bir adaptasyon mekanizmasi olabilecegi sonucuna varilmistir.

Bakir zehirlenmesinin akut doneminde karaciger hem intrinsik hem de ekstrinsik
yollarla apoptozise ugrarken, bobrek ve beyin dokularinda intrinsik yolu kullandigi,
kalpte ise hem akut hem de kronik donemde her iki yolu da kullandig1 goriilmiistiir. Bu
bulgular gore akut bakir zehirlenmesinde dokulardaki apoptozisin farkli yollarla

baslatilabilecegi anlasilmistir. Bakir zehirlenmesinde dokularda gozlenen apoptozisin



97

intrinsik ve ekstrinsik yollarini tetikleyen protein ve reseptorlerin daha ayrintili ve farkli

metotlarla calisilmasi gerektigi sonucuna varilmastir.
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