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OZET

KRONIK BAKIR MARUZIYETININ KUPROPTOZ YOLAGI UZERINE
ETKILERI

Damla KOLCUOGLU
Ondokuz Mayis Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali
Yiksek Lisans, Haziran/2023
Danigman: Dog. Dr. Sercan ERGUN

Amag: Bakir ¢ok diisiik dozlarda bile toksik etkiler sergileyebilen bir agir metal
oldugundan o6tiirii, maruz kalindig1 takdirde olumsuz sonuglar meydana gelebilir.
Redoks aktif 6zellikleri sayesinde reaktif oksijen tiirleri olusturma kapasitesi bakir i¢in
bilinen toksisite mekanizmasidir. Kuproptoz hiicre 6liim yolaginda hiicre i¢inde artan
bakir konsantrasyonlarimin hiicreleri oliime sevk ettigi diisiiniildiigtinde, bakir
maruziyeti ile kuproptoz yolagi arasindaki iliskinin mevcutiyetinden soz edilebilir. Bu
kapsamda, bu calismada kronik bakir maruziyetinin kuproptoz yolagi iizerine
etkilerinin degerlendirilmesi amaglandi.

Yontem: Calismanin amaci dogrultusunda bir bakir madeninde ¢alismis/calisan
26 birey ve herhangi bir agir metal maruziyet ge¢misi bulunmayan 26 birey caligmaya
dahil edildi. Bireylerin serumlarinda kuproptoz ile iliskisi kanitlanmug FDX1 ve
SLC31A1 genlerinin ifade diizeyleri gPCR ile arastirildi. Gen ifade diizeyleri kontrol
grubu ve maruziyet grubu arasinda istatistiksel analizlerle karsilastirildi ve
demografik &zellikler agisindan karsilastirmalar yapildi. Iki gen arasindaki iliski
korelasyon analizleri ile degerlendirildi.

Bulgular: Yapilan analizler sonucunda FDXI1 ifade diizeylerinin kontrol
grubunda anlaml diizeyde arttig1 goriildii (p<0,05). SLC31Al ifade diizeyleri ise
kontrol grubuna kiyasla maruziyet grubunda yiliksek bulundu fakat bu deger
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). Yas, sigara ve maruziyet siiresi
parametreleri gen ifade diizeylerini anlaml 6lglide etkilemedi (p>0,05). Maruziyet
grubu 6zelinde FDX1 ve SLC31Al ifade diizeyleri arasindaki iligkiye bakildiginda,
iki gen arasinda pozitif ydonde orta diizeyde korelasyon saptandi ve bu deger anlamlilik
degerine olduk¢a yakind1 (p=0,055).

Sonu¢: Yapilan degerlendirmeler sonucunda kronik bakir maruziyetinin
kuproptoz yolagi tizerine bir etkisinin olmadigi ve FDX1 ve SLC31Al genlerinin
kronik bakir maruziyetinin tespiti i¢in giivenilir biyobelirte¢ler olmadiklar1 sonucuna
ulagildi. Bu sonuglarin bu alanda yapilacak ¢alismalar igin bir fikir niteliginde oldugu
degerlendirildi.

Anahtar Soézciikler: Kronik Bakir Maruziyeti, Kuproptoz, Toksisite, FDXI1,
SLC31A1



ABSTRACT

EFFECTS OF CHRONIC COPPER EXPOSURE ON THE CUPROPTOSIS
PATHWAY
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Master, June/2023
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Aim: Copper is a heavy metal that can show toxic effect even at very few doses
so adverse effects may occur if exposed to copper. Because of its redox active property,
its capacity to form reactive oxygen species is known toxicity mechanism for copper.
Considering that increased copper concentrations in the cell in the cuproptosis cell
death pathway lead to cell death, it can be mentioned that there is an association
relationship between copper exposure and the cuproptosis pathway. In this study, it
was aimed to evaluate the effects of chronic copper exposure on the cuproptosis
pathway.

Method: For the purpose of the study, 26 individuals who worked/were working
in a copper mine and 26 individuals without any heavy metal exposure history were
included in the study. Expression levels of FDX1 and SLC31A1 genes, which have
been proven to be associated with cuproptosis, were evaluated by qPCR in the serum
of individuals. Gene expression levels were compared between the control group and
the exposure group by statistical analysis, and comparisons were made in terms of
demographic characteristics. The association between two genes was evaluated by
correlation analysis.

Results: As a result of the analysis, it was observed that FDX1 expression levels
increased significantly in the control group (p<0,05). SLC31A1 expression levels were
higher in the exposure group compared to the control group, but this value was not
statistically significant (p>0.05). Age, smoking and exposure time parameters did not
significantly affect gene expression levels (p>0.05). When the association between
FDX1 and SLC31A1 expression levels in the exposure group was examined, a
moderate positive correlation was found between the two genes and this value was
very close to the significance value (p=0.055).

Conclusion: As a result of the evaluations, it was concluded that chronic copper
exposure has no effect on the cupoptosis pathway and that FDX1 and SLC31A1 genes
are not reliable biomarkers for the detection of chronic copper exposure. These results
were considered to be an idea for future studies in this area.

Keywords: Chronic Copper Exposure, Cuproptosis, Toxicity, FDX1, SLC31Al
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1. GIRIS

Diinya genelinde endiistriyel faaliyetler arttikga canlilar igin toksik olan agir
metallerin ¢evreye saliniminin artis1 ve bununla paralel olarak agir metallere maruz
kalma vakalarinin artis1 kaginilmazdir. Agir metal maruziyeti ciddi saglik sorunlarini
beraberinde getiren sonucglar dogurur ve artan endiistriyel faaliyetler ile birlikte agir
metal maruziyetinin arastirildigi ¢alismalar 6nem kazanir. Agir metaller temel olarak
metalik 6zellik sergileyen, atom numarast 20°nin iizerinde olan, yiiksek yogunluga
sahip ve c¢ok diisiik konsantrasyonlarda dahi toksik etkiler sergileyebilen elementler
olarak ifade edilebilir (Sadak, 2023; Yadav, Gupta, & Sharma, 2019) Arsenik, kursun,
kadmiyum ve civa gibi agir metaller olumsuz sonuglar ile iligskilendirilmis baslica
elementlerdir (Fu & Xi, 2020). Bu clementler gesitli sekillerde viicudun normal
fizyolojik siireglerine miidahale edebilir (Fu & Xi, 2020). Bununla birlikte yapilan
caligmalarda agir metallerin oksidatif strese neden olma rolleri birincil toksisite
mekanizmasi olarak one ¢ikmaktadir. Bunun yani sira organizmalarin metabolik
stiregleri igin gerekli olan, hali hazirda hiicresel mekanizmalarda rolleri bulunan agir

metaller bulunmaktadir.

Bakir, viicutta en bol miktarda bulunan ve fizyolojik siireglere dahil olan ilk ii¢
element arasinda yer alan bir agir metaldir (Osredkar & Sustar, 2011). Biiylime,
gelisme, hiicresel solunum, nodrotransmiter sentezi, hormon iiretimi gibi c¢esitli
hiicresel siireclerde rol oynayan bakir, organizmalarda yiiksek oranda korunmus hiicre
ici homeostaza sahiptir (La Fontaine & Mercer, 2007). Bakir metabolizmasi ile ilgili
bircok protein bulunmaktadir. Bu proteinler bakirin hiicre i¢i ortamdan tasinimi
noktasinda gorevli transmembran proteinleri, hiicre i¢i ortamda bakir1 baglayarak
hedef lokasyonlara ileten saperon proteinleri, hiicre icerisinde bakirin

depolanmasindan sorumlu olan proteinleri ve bakira bagiml proteinleri kapsar (La

Fontaine & Mercer, 2007).

Bakir, biyolojik sistemlerde indirgenmis form Cu** ve kararli oksitlenmis form
Cu*?olmak iizere iki farkli oksidasyon durumunda bulunur (Banci, Bertini, McGreevy,
& Rosato, 2010). Cu*? ve Cu*! arasindaki gecisler bakirin redoks aktif dzelliklerine
atfedilir (Tsang, Davis, & Brady, 2021) Bakirin yiiksek redoks potansiyelleri, siiper
oksit dismutaz (SODI1) gibi bakira bagimli ¢esitli enzimler tarafindan belirli
reaksiyonlar i¢in kullanilir (Scheiber, Dringen, & Mercer, 2013). Buna gore genellikle

bakirin birka¢ protein i¢in statik kofaktdr olarak islev gordiigii sdylenebilir. Bunun

1



yant sira bakir, hiicresel siirecler i¢in gerekli olan sinyal molekiilii olarak ve ¢esitli
enzimler i¢in yapisal bilesen olarak roller sergiler (Scheiber et al., 2013; Tsang et al.,
2021).

Organizmalar icin gerekli bir eser element olmanin yani sira hiicre icinde
bulunan yiiksek dozlarda bakir toksiktir. Bakir maruziyeti, hiicre i¢inde artan bakir
konsantrasyonlar1 sonucu bakir toksisitesine sebep olabilen bir olgudur. Bakir, evsel
ya da tibbi araclarda bulunabilir, endiistriyel faaliyetler sonucu dogaya salarak besin
zincirine ve igme sularina dahil olabilir (Tian et al., 2015). Bakir maruziyeti i¢in en
riskli durumlar ise bakirin yiiksek dozlarma maruz kalinan mesleki alanlarda calismay1
kapsar (Dorsey & Ingerman, 2004). Bakir madeni ve bakir isleme tesisleri ¢alisanlari
bu anlamda riskli gruplara dahil edilebilir. Bakira maruz kalma siiresi, maruz kalma
sekli gibi degiskenlerin bakir maruziyetinin sonuglarini etkilemeSinin yani sira kronik
bakir maruziyetinin uzun vadede olduk¢a olumsuz sonuglara sebep oldugu bilinen bir

gercektir (Dorsey & Ingerman, 2004).

Bakirin redoks aktif 6zellikleri biyomolekiiller i¢cin oldukca zararli olabilecek
reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturmasima sebep olur (Tsang et al., 2021). ROS, DNA
ve protein gibi biyomolekiiller ile etkilesime girerek biyomolekiillerde hasar meydana
getirir (Jakubczyk et al., 2020; Zandalinas & Mittler, 2018). ROS olusturma
yetenekleri bakir kaynakli toksisitenin baslica sebebi olarak bilinir (Gaetke, Chow-
Johnson, & Chow, 2014). Bunun yani sira hiicre iginde artan bakir konsantrasyonlar1
sonucu meydana gelen hiicre Oliimii de bakir toksisitesi i¢in yeni bir olgudur.
‘Cuproptosis’ (Kuproptoz) olarak isimlendirilen yeni hiicre 6liim yolagi, apoptoz,
ferroptoz, nekroz gibi hiicre 6liim yolaklarindan farklidir (Tsvetkov et al., 2022). Bakir
bagimli hiicre 6liim sekli olarak ifade edilen kuproptoz yolaginda hiicre igerisinde
artan bakir konsantrasyonlar: trikarboksilik asit dongiisiinde (TCA) gorevli
dihidrolipoamid s-asetiltransferaz (DLAT) proteinin agregasyonuna sebep olarak
proteotoksisite meydana getirir ve hiicreler 6liime mahkiim edilir (Tsvetkov et al.,
2022). Ferrodoksin 1 (FDX1) geni kuproptoz mekanizmasi i¢in anahtar gendir
(Tsvetkov et al., 2022). Ayrica Lipoiltransferaz 1 (LIPT1), Lipoik asit sentetaz (LIAS),
Dihidrolipoil dehidrojenaz (DLD), Dihidrolipoamid S-asetiltransferaz (DLAT),
Piruvat dehidrojenaz E1 alt birim alfa 1 (PDHAL), Piruvat dehidrojenaz E1 alt birim
beta (PDHB), Coziinen tastyici aile 31 tiye 1 (SLC31A1) ve ATPaz bakir tagiyan beta
(ATBT7B) genleri de kuproptoz ile iliskili genlerdir (Tsvetkov et al., 2022).



Bakira maruz kalma riski yliksek olan mesleki ortamlarda calisan bireylerde
kanser riskinin arttigma dair bulgular sunulmustur (R. Chen, 1996; R. Chen, Wei, &
Huang, 1993). Buna ek olarak bakir toksisitesi olarak degerlendirilen ROS olusumu
ve buna paralel olarak oksidatif hasarin meydana gelmesi ile kronik bakir maruziyeti
arasindaki iliskiye dair giiclii kanitlar mevcuttur. Bakira maruz kalan bireylerde DNA
hasarmin arttigina dair elde edilen sonuglar bunlara 6rnektir (Da, 2019; De Olivera et
al., 2012; Shahrokhi, Zavar Reza, Andishmand, Momtaz, & Zare Sakhvidi, 2021).
Diger bir taraftan kuproptoz hiicre 6liim yolagi i¢in bakir maruziyeti ile iliskilendirilen

bir caligma bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada en az 10 yil siire ile bakir agir metaline maruz kalmis bireylerde
ve demografik 6zellikler bakimindan eslestirilmis herhangi bir agir metal maruziyet
geemisi bulunmayan goniillii bireylerde kuproptoz ile iligkili genler FDXI1 ve
SLC31AL1 ifade diizeylerinin arastirilarak maruziyet grubu ve kontrol grubu arasinda
yapilan Kkarsilastirmalar sonucu kronik bakir maruziyetinin kuproptoz {izerine

etkilerinin arastirilmasi amaglanda.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bakir

Bakir, atom numarasi 29, atomik kiitlesi 63.5 dalton olan, toprak, su, kaya ve
hava gibi ¢esitli yerlerde bulunan kizilims1 renge sahip bir elementtir (Collins, 2020;
Dorsey & Ingerman, 2004). Elektrik ve 1s1 iletkenligi, korozyona direnci,
antimikrobiyal 6zellikleri ve canli organizmalarda meydana gelen ¢esitli proseslerdeki
aktif rolleri nedeni ile bakir, endiistriyel alanlardan ila¢ sektoriine kadar genis bir
kullanim yelpazesi ile ticari yonler barmdirmaktadir (Dorsey & Ingerman, 2004;
Henckens & Worrell, 2020).

2.1.1. insan Viicudunda Bakir

Normal fizyolojiye sahip saglikli bir bireyde besinlerde bulunan bakir
gastrointestinal sistem araciligi ile viicuda aliir (Abou Zeid & Kaler, 2019). Bakirin
mide ve ince bagirsakta besinlerden emilimi ile insan viicudu igerisindeki macerasi
baglar (Sekil 2.1). Giinliik ortalama alinan bakirin (1,5 mg) yaklasik %50 ’si mide ve
ince bagirsaktan emilir (lakovidis, Delimaris, & Piperakis, 2011). Gastrointestinal
sistem aracilig1 ile viicuda alman bakir, ardindan bakir1 depolayan ana organ olan
karacigere transfer edilir ve buradan farkli dokulara ve organlara transferi saglanir.
Hiicre icerisine giren bakir iyonlar1 genellikle protein gibi refakatcilerine bagh olarak
bulunur ve aksi halde bulunan bakir serbest bakir olarak ifade edilir (Banci et al., 2010;

McMillin, Travis, & Hunt, 2009).
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Sekil 2.1. Bakirin insan viicudundaki yolculugu (Collins, 2020)



Enterositlerde Bakir

Bakir, esas olarak enterositlerin apikal zar1 boyunca CRT1 olarak da bilinen
SLC31A1 transmembran proteini aracilig1 ile hiicre igerisine alnir (Ge et al., 2022).
SLC31A1 proteini, memelilerde SLC31A1 geni tarafindan kodlanir (Wee, Weinstein,
Fraser, & Assinder, 2013). Genin kodladig1 4744 baz ¢iftlik iiriiniin (transkript) protein
cevirisi (translasyon) sonucu 190 amino asite sahip bir monomer olusur (Wee et al.,
2013). SLC31A1 proteininin monomerleri ii¢ transmembran alana sahiptir (Puig &
Thiele, 2002). Proteinin hiicre dis1 boslukta yer alan N-terminal kismi1 metiyonin
acisinda zengin iken sitozolde yer alan C-terminal kismi sistein/histidin kiimesinden
olusur (Kim, Nevitt, & Thiele, 2008; Puig & Thiele, 2002). Proteinin zara tamamen
gomiilii olan ikinci transmembran alani ise MXXXM motiflerinden olusur (Kim et al.,
2008). MXXXM motifinin bakir alimi i¢in 6nemli oldugu bildirilmistir (Puig &
Thiele, 2002). SLC31AL1 proteini monomerleri bir araya gelerek trimerik bir yap1
olusturur ve boylece bakir iyonlar1 ve diger metal iyonlarinin gegisi i¢in gdzenekli bir

yap1 meydana gelir (Wee et al., 2013)(Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. SLC31A1 proteini temsili gériiniimii (Kim et al., 2008)

SLC31Al proteini hiicrelerde hem plazma membraninda hem de hiicre i¢i
vezikiillerde bulunur (Lutsenko, 2010). Bu proteinin enterositlerin bazolateral

membranmda lokalize olarak kandan bakir alimina aracilik ettigi de bildirilmistir



(Zimnicka, Maryon, & Kaplan, 2007). Protein, hiicresel fonksiyonlar sirasinda hiicre
i¢i vezikiiller ve plazma zar1 lokasyonlar1 arasinda konumunu degistirebilir (Wee et
al., 2013). Biyolojik sistemlerde bakir, indirgenmis Cu*! ve oksitlenmis Cu*?
formlarinda bulunabilir ve bu bakir i¢in olduk¢a 6nemli bir 6zelliktir (Banci et al.,
2010). Oksitlenmis formdaki bakir iyonlarmin SLC31A1 gibi yiiksek afiniteli bir
tastyict araciligi ile hiicre i¢ine alinabilmesi igin indirgenmis forma donistiiriilmesi
olduk¢a onemli bir adimdir (Ohgami, Campagna, McDonald, & Fleming, 2006).
Bundan o6tiirii SLC31A1 ile hiicre igerisine alinmadan Once, prostatin alti-
transmembran epitelyal antijeni (STEAP) rediiktaz ailesi proteinleri Cu*®’yi Cu*'’e
indirger (Tsang et al., 2021). STEAP proteinleri yalnizca bakir1 degil demiri de
indirgeyebilen rediiktazlardir ve bu proteinlerin hiicresel bakir ve demir alimini

arttirdigi bildirilmistir (Ohgami et al., 2006).

Bakirin hiicre i¢i ortama almmasinda SLC31A1 diginda farkli mekanizmalarin
da var oldugu gosterilmistir (Espinoza et al., 2012; Lin, Zhang, Wang, Chen, & James
Kang, 2015). Divalent metal tasiyict (DMT1), basta demir olmak iizere birka¢ metal
iyonunun hiicre i¢i ortama transferi noktasinda rol oynamaktadir (Espinoza et al.,
2012). Hiicrelerde SLC31Al protein seviyelerindeki eksikligin bakir alim
mekanizmasinin kayda deger oranda etkilenmedigi ve bu kosullar altinda DMT1
proteinin bakir alimina aracilik ettigi goriilmektedir (Lin et al., 2015). Hiicre dis1 bakir
konsantrasyonlarinin artmasi ile birlikte SLC31A1 protein seviyeleri azalir ve ayni
kosullar altinda DMT1 protein seviyeleri artar ve bu durumda DMT1’in SLC31A1
eksikliginde bakir alimint devam ettirdigi gériiliir (Lin et al., 2015). SLC31ALl proteini
Cu*! iyonlarinm hiicre i¢i ortama aliminda rol oynarken, DMT1 proteini oksitlenmis
form olan Cu*?’nin hiicre i¢i ortama alinmasindan sorumludur (Yong Li et al., 2017).
Memeli on iki parmak bagirsaginda baskin bir demir ithalatgisi olarak bilinen
DMT1’in, demir eksikligi kosullarinda ifade diizeylerinin arttig1 bildirilmistir (Jiang,
Garrick, Garrick, Zhao, & Collins, 2013). Bu durumda demir eksiligi sirasinda artan
DMTT1 ifadesi ile hiicre i¢i bakir ithalatinin da arttig1 ifade edilmektedir (Jiang et al.,
2013).

Enterositlerin apikal zarindan hiicre igerisine alinan bakir iyonlar1 sitozolde
cesitli protein ve molekiillere baglanir (Banci et al., 2010; Wittung-Stafshede, 2021)
(Sekil 2.3). Bakir saperonlar, bakir iyonlarini baglayarak bakirn hedef lokasyonlara

iletilmesinden sorumlu olan ana bakir baglayici proteinlerdir (Banci et al., 2010).



Stiper oksit dismutaz i¢in bakir saperon CCS ve antioksidan 1 bakir saperon (ATOX1)
proteinleri bu proteinlere 6rnektir (Herman et al., 2022). Saperonlara baglanan bakir
iyonlar1 bagli oldugu protein veya molekiile gore enterositler boyunca ii¢ farkli yolakta
hareket eder (Banci et al., 2010). Buna gore bakir iyonlar1 6nemli bir antioksidan
enzim olan SODI1 e iletilebilir, mitokondride bulunan sitokrom C oksidaz (COX)’a
teslim edilebilir veya trans-golgi agini olusturan salgi yolagina dahil edilebilir (Banci
et al., 2010).

Stiper oksit dismutaz i¢in bakir saperon CCS proteini, SOD1 antioksidan
enzimine bakir iyonlarmin teslimini saglar (M. Fetherolf, Boyd, Winkler, & Winge,
2017). CCS bir bakir baglayict CxxC motifine sahiptir (M. Fetherolf et al., 2017).
CCS, CxxC motifi sayesinde bakir iyonlarmin SOD1 enziminin katalitik alanina dahil
olmasini saglar ve SODI’in stabilizasyonu i¢in gereken molekiil i¢i distilfid bagi
olusumunu diizenler (Tsang et al., 2021). SOD1, hiicresel solunum gibi siiregler
sonucunda iiretilen serbest radikallerin, oksijen ve hidrojen peroksite doniigiimiinii
katalizleyerek antioksidan savunma saglar (Eleutherio, Magalhées, de Aratjo Brasil,
Neto, & de Holanda Paranhos, 2021). SOD1 enzimleri genel olarak sitozolde bulunur
fakat mitokondride zarlar aras1 boslukta da bulunabilir (Lutsenko, 2010). SOD1’in
sitozoldeki ve mitokondrideki dagilimi ve aktivitesi CCS’nin hiicre igi
lokalizasyonuna (Mitokondri ya da sitozolde bulunma orani) gore belirlenir
(Kawamata & Manfredi, 2008). CCS’nin mitokondriye ithalat1 sitozolde artan oksijen
oranlar1 ile engellenir ve bu durumda CCS’nin sitozolde bulunmas1 SOD1 ’in sitozolde
aktifligini arttir (Kawamata & Manfredi, 2008). Fizyolojik oksijen kosullarinda ise
CCS’nin mitokondriye ithalat1 tesvik edilerck mitokondride SOD1 aktivitesi artar
(Kawamata & Manfredi, 2008).

Hiicreye giren bakirin izleyebilecegi diger bir yol COX’un aktivasyonunu
saglamaktir. Bakir iyonlarmin mitokondriye tesliminde CuL anyonik ligand1 rol oynar
(Garza, Swaminathan, Maremanda, Zulkifli, & Gohil, 2022). Mitokondriyal zarlar
aras1 bosluga teslim edilen bakir iyonlar1 ardindan sitokrom C oksidaz bakir saperon
17°nin (COX17) aktivitesi ile COXa teslim edilir (Collins, 2020; Herman et al., 2022).



ATOXI1 metal baglayici saperon yiiksek oranda korunmus bir metal baglama
motifi iceren (CxxC) 68 amino asitten olusan sitozolik bir proteinidir (Hatori &
Lutsenko, 2016; Muller & Klomp, 2009). Bu protein insanlarda 5. Kromozomda
bulunan ATOX1 geni tarafindan kodlanir (Hatori & Lutsenko, 2013). ATOX1 proteini
entositlerde bakir iyonlarini trans-golgi aginda ve hiicre i¢i vezikiillerde bulunan, bakir
tagstyan ATPaz’larin bir iiyesi olan ATPaz bakir tasiyic1 alfa (ATP7A)’ya iletir
(Herman et al., 2022). Enterositlerde trans-golgi agma lokalize olmus ATP7A
proteinlerinin, bakir seviyelerinin arttig1 kosullarda bazolateral bolgeye transferi
gerceklesir (La Fontaine & Mercer, 2007). Buna gére ATOX]1 proteinine baglanan
bakir iyonlar1 ATP7A’ya teslim edildikten sonraki siirecte salgi yolagi boyunca
ATP7A proteini araciligi ile entorositlerin bazolateral membranindan ihrag edilir
(Collins, 2020). ATOX1’in salg1 yolagindaki bakir bagimli antioksidan enzimlere
bakir1 teslim etme yoluyla veya saperon aktivitesinden bagimsiz bir mekanizma ile
oksidatif strese karsi savunmada rol oynadig1 da bildirilmistir (Hatori & Lutsenko,
2016).
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Sekil 2.3. Enterositlerde bakir hareketleri (Kim et al., 2008)

Enterositlere transfer olan bakir iyonlar1 ayrica metallotionin (MT) ve
glutatyon (GSH) aracilig: ile hiicre igerisinde depolanabilir (Collins, 2020). Bakir

iyonlarmm ROS olusturabilme 06zelliklerinden dolay1 hiicre igerisinde daima bir



molekiil veya proteine bagli olmasi gerektigi diisiiniildiiglinde bu mekanizma biiytik
onem tagimaktadir (Gaetke et al., 2014). MT’ler, sistein agisindan zengin kii¢iik
proteinlerdir ve bitkilerden omurgalilara kadar ¢esitli organizmalarda bulunurlar
(Coyle, Philcox, Carey, & Rofe, 2002). Antioksidan savunma mekanizmasinda gorev
alan GSH, bakirin hiicre i¢i homeostazi i¢in 6nemli bir molekiildiir (Bhattacharjee,
Chakraborty, & Shukla, 2017).

Ince bagirsak enterositleri tarafindan emilerek viicuda alinan bakir buradan
karacigere transfer edilir (Collins, 2020). Enterositlerin apikal membraninda meydana
gelen bakir ihracati igin sorumlu protein ATP7A’dir (Abou Zeid & Kaler, 2019;
Collins, 2020; Kim et al., 2008). Artan bakir birikimi ile birlikte trans-golgi agindan
tiireyen vezikiiller ile bakir iyonlarinin bagl oldugu ATP7A, bazolateral membrana
yer degistirir ve bu yol ile bakir iyonlar1 portal kan dolasimimna dahil edilir (Collins,
2020). Portal kan dolagimina dahil edilen bakir, burada albiimin ve transkuprein gibi
serum proteinlerine ve histidin, glutamin, treonin ve sistin gibi aminoasitlere baglanir
(Abou Zeid & Kaler, 2019; Ramos et al., 2016). Bu etkilesimler ile birlikte bakirin
portal kan dolasimi yoluyla karacigere transferi kolaylastirilir (Abou Zeid & Kaler,
2019).

Hepatositlerde Bakar

Karaciger bakir homeostazi i¢in merkezi bir organdir ve viicutta bakirin
depolandig1 ana lokasyondur (Collins, 2020). Enterositlerden portal kan dolasimina
dahil edilen bakir iyonlar1 hepatositlerin membraninda bulunan SLC31A1 tarafindan
hiicre igerisine alinir (Abou Zeid & Kaler, 2019; Collins, 2020; Crisponi et al., 2010)
(Sekil 2.4). Enterositlere bakir alim mekanizmasina benzer bir siiregle STEAP
rediiktazlarm Cu*?’yi Cu*V’e indirgemesi ile birlikte SLC31A1 hepatositlere Cu*!
alimini saglar (Collins, 2020; Doguer, Ha, & Collins, 2018). Hepatositlerde SLC31A1
aracili bakir alimi1 enterositlerden farkli olarak bazolateral membranda gerceklesir
(Abou Zeid & Kaler, 2019). DMT1’in de hepastositlerde Cu*? iyonlarinm alimmda
rolii oldugu ifade edilmektedir (Abou Zeid & Kaler, 2019).

Hepatositlerde bakir iyonlarini baglayan ana saperonlar, ATOX1 ve CCS’dir
(Doguer et al., 2018; Kim et al., 2008). Buna gore enterositlerde bakir iyonlari
mitokondriye tasmabilir, CCS aracilig1r ile SOD1 proteinine teslim edilebilir ve
ATOXI1 araciligi ile ATPaz’larin bir liyesi olan ATPaz bakir tasiyici beta (ATP7B)
proteinine ulastirilabilir (Doguer et al., 2018). Hepatositlerde fazla bakir MT’lere



baglanma yolu ile veya lizozom iginde depolanabilir ki bu karacigerin bu anlamda
oncii bir organ olmasimi isaret eder (J. Chen et al., 2020; Shanbhag et al., 2021).

Bakir homeostazinin ana organt olarak goriilen karacigerde viicudun
ihtiyaglarma gore bakir iyonlar1 hepatositlerde depolanabilir, kan dolagimi yoluyla
organlara iletilebilir ve safraya atilarak nihayetinde viicuttan uzaklastirilabilir (Abou
Zeid & Kaler, 2019). Bakirin viicudun diger organlarma iletilmesi noktasinda
seruloplazmin proteini Onemli bir rol istlenir (Abou Zeid & Kaler, 2019).
Seruloplazmin, esas olarak Fe™’yi oksitleme yetenegine sahip olan (ferroksidaz
aktivitesi) bir metal baglayan proteindir (Ramos et al., 2016). Buna ek olarak bakir
iceren ana plazma proteini olarak da bilinir (Abou Zeid & Kaler, 2019; Ramos et al.,
2016). Hepatositlerde seruloplazmin ATP7B tarafindan trans-golgi aginda bakir ile
yiiklenir (Ramos et al., 2016). Enterositlerde trans-golgi aginda bulunan ATP7A’ya
benzer sekilde ATP7B de hepatositlerde trans-golgi aginda lokalizedir (Abou Zeid &
Kaler, 2019). Hepatositlere alinan bakir iyonlart ATOX1 saperon araciligiyla ATP7B
proteinine teslim edilir (Abou Zeid & Kaler, 2019; Collins, 2020; Ramos et al., 2016).
Graniillii endoplazmik retikulumda sentezlenen seruloplazmin, ATP7B ile trans-golgi
aginda karsilasir ve ATP7B seruloplazmine bakir1 yiikler (Linder, 2020). Bakir yiiklii
seruloplazmin hepatositlerden ekzositoz ile kana aktarilir ve sistemik kan dolasimi
aracilig1 ile bakirin diger organlara iletilmesini saglar (Collins, 2020; Linder, 2020).
Seruloplazminin periferik organlarin hiicreleri ile direkt temas kurarak veya SLC31A1
gibi bakir tagiyicilar araciligi ile bu rolii meydana getirdigi ifade edilir (Ramos et al.,
2016).

ATP7B proteininin  bakirin  karacigerden ihracatinda rol oynadigi
anlagilmaktadir (J. Chen et al., 2020; Collins, 2020). Karacigerde artan bakir birikimi
ile birlikte hepatosit trans-golgi aginda bulunan ATP7B proteini vezikiiler taginma ile
hepatosit apikal membranmi dogru hareket eder (Roelofsen et al., 2000). Boylece
vezikiillerin igindeki bakir iyonlar1 safra kanalikiillerine salinir (Linder, 2020). Bakir
iyonlar1 safradan geri emilebilir fakat besinlerden emilmeyen bakir ve endojen bakir
diski yoluyla viicuttan atilir (Collins, 2020). Azalan bakir konsantrasyonlart ile birlikte
ATP7B proteinlerinin trans-golgi agma geri dondigii bildirilmistir (Roelofsen et al.,
2000).
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Sekil 2.4. Hepatositlerde bakir hareketleri (Antonucci, Porcu, lannucci, Balsano, &
Barbaro, 2017)

2.1.2. Bakirin Hiicre I¢i Rolleri

2.1.2.1. Enzim Kofaktorii Olarak Bakir

Bakirin enzim kofaktorii olarak {istlendigi rolleri iki oksidasyon durumu
arasindaki gegislerine atfedilir (J. Chen et al., 2020). Bakirin kofaktor olarak
baglandig1 enzimlerin basinda elektron transferini azami seviyeye c¢ikarmak icin
spesifik bolmelere sahip olan oksijenazlar, hidroksilazlar ve transferazlar yer alir
(Tsang et al., 2021). Bu enzimlerin en bilinen 6rnekleri COX ve SOD1’dir. Bunlarin
yani sira bakirin kofaktor olarak etkilesime girdigi birkag¢ enzim bulunmaktadir. Bakir
kofaktorii olarak baglandigi enzimlerden 6tiirii farkl siireglere katilir (Sekil 2.5).

Enerji Uretimi

Okaryotlarda adenozin trifosfat (ATP) iiretimi oksidatif fosforilasyon ile
mitokondride gergeklesir (Srinivasan & Avadhani, 2012). Oksidatif fosforilasyon
sistemi bes farkli enzimden olusur ve bu enzimlerin her biri bir oksidatif fosforilasyon
kompleksini temsil eder (Signes & Fernandez-Vizarra, 2018). COX, bu sisteminin
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dordiinci kompleksidir (Signes & Fernandez-Vizarra, 2018). Elektron transfer
zincirinin terminal enzimi olan COX, H20 olusturmak tizere sitokrom C’den oksijene
elektron transferi isleminin son adimini katalizler (Srinivasan & Avadhani, 2012). Bu
reaksiyonlar tarafindan salinan enerji, COX’ un protonlar1 mitokondriyal matristen
zarlar arasi bosluga pompalamasina izin verir (Brischigliaro & Zeviani, 2021)

COX, oksidatif fosforilasyon mekanizmasindaki gorevini tamamlamak igin
CuA ve CuB olmak iizere iki adet bakir metal baglama merkezi kullanir (Brischigliaro
& Zeviani, 2021; Tsang et al., 2021). COX’ da bulunan bu bakir merkezlerinin
olusumunda bir¢ok protein kompleksi aktif rol oynar (Horng, Cobine, Maxfield, Carr,
& Winge, 2004). COX17 saperon proteini mitokondriyal zarlar arasi boglukta bulunan
bakir iyonlarmi sitokrom C oksidaz sentez proteini 1 (SCO1), sitokrom C oksidaz
sentez proteini 2 (SCO2) ve sitokrom C oksidaz bakir saperon 11 (COX11) saperonlara
aktarir (Horng et al., 2004). COX17’den bakir1 teslim alan SCO2, SCOI1 tarafindan
kolaylastirilan bir reaksiyonla bakir iyonlarint CuA bdlgesini olusturan sitokrom C
oksidaz alt birim 2’ye (COX2) yerlestirir (Horng et al., 2004; Leary et al., 2004).
COX11, COX17°den teslim aldig1 bakir iyonlarin1 sitokrom C oksidaz alt birim 1°¢
(COX1) yerlestirerek CuB merkezinin olusumunda rol oynar (Carr, George, & Winge,
2002). ATP sentezi igin olduk¢a Onemli bir enzim olan COX’un Xkatalilik alt
birimlerinin olusumu i¢in gerekli olan bakir bu noktada enerji tiretim mekanizmasinda

aktif roller tstlenir.
Antioksidan Savunma

Mitokondride enerji tiretimi sirasinda olusan ROS oksidatif stresin birincil
kaynagidir (Tsang et al., 2021). Bakir, ROS’ a kars1 savunmada rol oynayan SOD1’in
kofaktoriidiir (Eleutherio et al., 2021; Tsang et al., 2021). Insan SODI proteini
homodimerik bir yapiya sahiptir ve Okaryotik organizmalar arasinda oldukca
korunmus bir protein oldugu ifade edilir (Eleutherio et al., 2021). Hiicrede her yerde
ifade edilebilen SOD1 proteini hiicredeki proteinlerin %1-2’sini olugturur (Hennig et
al., 2015). Hiicrelerde SOD1 genellikle antioksidan aktivitesini gergeklestirmek igin
gerekli olan protein gevirisi sonras1 (post-translasyonel) modifikasyonlardan yoksun
sekli ile bulunur (Boyd, Ullrich, Skopp, & Winkler, 2020). SODI’in antioksidan
aktiviteleri sergilemesi i¢in ii¢ adet protein gevirisi sonrasi (post-translasyonel )
modifikasyon gereklidir (Boyd et al., 2020). Bunlar SOD1 aktif bolgesine baglh
bolgeye c¢inko baglanmasi, SODI1 aktif bolgesine katalitik bakirin dogrudan

12



baglanmasi ve disiilfit bagi oksidasyonunu igerir (Boyd et al., 2020). SOD1’in ¢inko
baglanmasi translasyonun ardindan meydana gelirken bakir, CCS aracilig ile hiicre

icerisinde tagmarak SOD1’e eklenir (Tsang et al., 2021).

CCS ¢ protein alanindan olusur ve ikinci alan SODI1 ile CCS’ nin
kenetlenmesine yardimci olur (Leitch, Yick, & Culotta, 2009). CCS ve SOD1
kenetlenmesi sonucu olusan yapt SOD1’e bakir eklenmesi ve disiilfit oksidasyonu
modifikasyonlarin1t meydana getirir (Leitch et al., 2009). ROS uzaklastirilmasinda
gorevli SOD1’in aktivasyonunda rol oynayarak bakir, hiicrede antioksidan savunma

mekanizmalarinda dolayli roller iistlenmektedir.

Sekil 2.5. Bakirin enzim kofaktérii olarak rolleri (Tsang et al., 2021)

Biyomolekiil Sentezi ve Diger Roller

Bakirin kofaktor olarak dahil oldugu proteinlerden biri de dopamin-f-
hidroksilaz’dir (DBH) (Hordyjewska, Popiotek, & Kocot, 2014). DBH, dopaminin
norepinefrine doniislimiinii katalizleyen oksidorediiktaz aktivitesine sahip bir enzimdir
(Gonzalez-Lopez & Vrana, 2020; Tsang et al., 2021). Norepinefrin, beyinde ve adrenal

medullada, adrenal medulladan strese yanit olarak salinan bir hormon olan epinefrin
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(adrenalin) sentezinin Onciisiidiir ve merkezi ve periferik sistemlerde norotransmiter

gorevi gortr (Feher, 2012; Gonzalez-Lopez & Vrana, 2020).

Insan DBH enzimi bir dopamin beta-monooksijenaz N-terminal (DOMON)
alani, Cunis Ve Cuwmet seklinde iki bakir baglama alanindan olusan bir katalitik ¢ekirdek
ve tetramerizasyon alani olmak tizere dort alana sahiptir (Gonzalez-Lopez & Vrana,
2020). Cunis iki veya ti¢ histidin araciligi ile Cumet ise bir metiyonin araciligi ile bakir
iyonunu katalilik bolgeye selatlayabilir (Gonzalez-Lopez & Vrana, 2020). Hiicre i¢i
bakir konsantrasyonlar1 ile DBH aktivitesi arasindaki iliskiler enzimin aktivitesi igin
bakirin énemini vurgular (Schmidt et al., 2018). Buna gore bakirin norepinefrin gibi

biyomolekiillerin sentezi siireclerinde rollere sahip oldugu ifade edilir.

Bakir amin oksidaz enzimi (CAQO) bakira bagimli bir diger enzimdir (Finney,
Moon, Ronnebaum, Lantz, & Mure, 2014). Enzim, histamin gibi amin tiirlerinin
aldehitlere ve amonyaga oksidatif deaminasyonunu katalizlemek i¢in bakir iyonu ve

kinon molekiiliine ihtiya¢ duyar (Finney et al., 2014).

Bakir bagimli amin oksidazlara benzer sekilde lizil oksidazlar da (LOX) bakira
bagimli amin oksidazlar olarak bilinir (Wang, Hsia, & Shieh, 2016). Enzim, kollojen
ve elastinin gapraz baglanmasi i¢in lizin kalintilarinin oksidatif deaminasyonunu
katalizler (Tsang et al, 2021). Hiicre dis1 matriksin yapisal bilesenlerinin

diizenlenmesine aracilik ederek bakir, hiicre dis1 matriks olusumuna katkida bulunur.

Tirozinaz, insanlarda sag, cilt ve gboz rengi pigmentasyonundan sorumlu
melanin pigmentinin sentezi i¢in gerekli olan enzimlerden biridir (Lai, Wichers, Soler-
Lopez, & Dijkstra, 2018). Enzim, melanin sentezi igin gerekli olan fenollerin
oksidasyon reaksiyonlarini katalizler (Tsang et al., 2021). Bakir, tirozinaz enziminin
aktivitesi i¢in kofaktor olarak rol oynayarak bu siireglere katkida bulunur (Akyilmaz,
Yorganci, & Asav, 2010).

2.1.2.2. Hiicre I¢i Sinyal Iletim Siireclerinde Bakir
MAPK Yolag

Bakirin diger bir rolii ise sinyal molekiilleri olarak aktivite sergilemesine
dayanir (Sekil 2.6). Bakir iyonlar1 hiicre proliferasyonu, apoptoz, farklilasma gibi
bir¢ok hiicresel siirecte rol oynayan ve evrimsel siiregte korunmus mitojen tarafindan
aktive edilmis kinaz (MAPK) sinyal yolaginda aktivite sergiler (Turski et al., 2012).
Ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz1 (ERK) aktive eden kinazlar olan MEK (MAP
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Kinaz/ERK Kinaz) kinazlarin iki izoformundan (MEKI1, MEK2) biri olan MEKI
dogrudan bakir iyonlarini baglar ve bakir, MEK1 aktivitesini etkiler (Turski et al.,
2012). Arastirmacilar bakir selatorleri kullanarak ve bakir tasiyict SLC31A1°de
mutasyonlar ile MEKI kinazin ERK kinazi fosforilleme aktivitesinin azaldigimni
bildirmistir (Turski et al., 2012). Bu sonuglar bakirm MAPK sinyal yolu
aktivasyonundaki rollerini isaret eder (Turski et al., 2012). MEK1 kinazda bakir
baglayan histidin ve metiyonin kalintilarinin mutaganezinin MEK1/2 kinaz inaktivesi
ile sonuglanmasi bakirin bu noktadaki roliinii dogrular (Brady et al., 2014). Bakir
iyonlarmm MEKI kinaza teslim siirecinde CCS bakir saperon gérev alir (Grasso et al.,
2021).

ULK1/2 Otofaji Yolag:

Organizmalar icin kalite kontrol mekanizmasi1 olarak ifade edilen otofaji
mekanizmasinda sitoplazmik igerikleri igerisine alan ¢ift zarli otofagozomlarin
olusumu kilit adimdir (Zachari & Ganley, 2017). Otofagazomlarin olusumuna fokal
adezyon kinaz ailesi etkilesimli protein 200 kDa (FIP200), otofaji ile iligkili protein 13
(ATG13) ve otofaji ile iliskili protein 101 (ATG101) protein ortaklar1 ile kompleks
olusturarak Unc-51 Benzeri Otofaji Aktive Edici Kinaz 1/2 (ULK1/2) serin/treonin
protein kinazlar aracilik eder (Zachari & Ganley, 2017). ULK1/2 kinazlar MEK1
kinazlara benzer alanlarda (metiyonin ve histidin) bakir iyonlarini baglar ve bakir bu
proteinlerin kinaz aktivitesi i¢in gereklidir (Tsang et al., 2020). Cesitli yollarla hiicre
i¢i bakir seviyelerinin arttirtlmasinin ya da azaltilmasinm ULK1/2 kinaz aktivelerini
diizenlendigi gorilmiistir (Tsang et al, 2020). ULKIl’de bakir baglanma
bolgelerindeki mutasyonlar ile bakir-ULKI1 etkilesiminin bozulmast sonucu proteinin
asag1 akis substrati ATG13’lin fosforilasyonunda azalmalar ve sonucgta otofagozom
kompleksi olusumunda azalmalar bildirilmistir (Tsang et al., 2020). Bu ifadeler bakir
iyonlarinin protein kinaz diizenleyicisi olarak ve otofaji i¢cin sinyal molekiilii olarak

rollerini ifade eder.
PI3K/AKT Yolag

PI3K/AKT sinyal yolagi ¢esitli hiicresel siiregler i¢in 6nemli roller {istlenir ve
kanser ile Ortiisen metastaz, anjiyogenez, hiicre sag kalimi gibi siiregleri kontrol eder
(Y. He et al., 2021). Fosfatidilinositid (PI) 3-kinaz (PI3K), reseptor tirozin Kinaz ile
etkileserek aktive olur ve fosfatidilinositol-4,5-bifosfat1 (PIP2) fosforile ederek
fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfati (PIP3) olusturur (Cooper, 2016). PIP3, protein kinaz
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B’ nin (AKT) plazma zarma alimini saglar (Cooper, 2016). Burada AKT, 3-
fosfoinositide bagimli protein kinaz 1 (PDK1) ve rapamisinin memeli hedefi kompleks
2 (MTORC?2) kinaz tarafindan fosforillenerek aktive olur (Cooper, 2016). AKT aktive
oldugunda transkripsiyon faktorleri ve protein kinazlar gibi ¢ok sayida proteini
fosforiller (Cooper, 2016). Bu yolakta PDK1 bir bakir baglayan kinazdir (Guo et al.,
2021). PDK1’in bakir iyonlarini baglamasi proteinin AKT’yi fosforilleme aktivitesi
icin gereklidir (Guo et al., 2021). Bakir iyonlar1 PDK1 kinaza His117 ve His203
kalintilarindan baglanir (Guo et al., 2021). Bu amino asitlerde meydana getirilen
mutasyonlar PDK1 bakir baglanmasmi bozar (Guo et al., 2021). PDKI bakir
etkilesimindeki azalmalar ise PDKI1 aktivitesini bozar ve PDKI1’in AKTI1
fosforilasyonunu azaltir (Guo et al., 2021). Bu ifadeler PI3K/AKT sinyal yolaginda

bakirin roliinii gézler Oniine serer.

~_JLipolysis

MEK1/2 ULK1/2

ERK1/2 Otofaji

Sekil 2.6. Hiicre igi sinyal iletim siireglerinde bakir (Tsang et al., 2021).
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CAMP Yolag

Adenosin 3',5'-siklik monofosfat (CAMP), trasnkripsiyon, hiicre biiyiimesi ve
farklilagma gibi birgok hiicresel siireci diizenler ve ¢esitli sinyal yolaklarinda sekonder
haberci olarak rol oynar (Yan, Gao, Cui, Zhang, & Zhou, 2016). cAMP sinyalleri bakir
iyonlar1 tarafindan diizenlenir (Krishnamoorthy et al., 2016). Bakir aracili sekonder
mesajc1 cAMP diizenlenmesi, cCAMP yolagi1 aracilig1 ile trigliseritlerin yag asitleri ve
gliserole parcalandigi lipoliz siirecini diizenler (Krishnamoorthy et al., 2016). Bakirin
cAMP seviyesinde lipolizi diizenleme mekanizmasinda cAMP degredasyon
fosfodiesteraz 3B proteini (PDE3B) anahtar molekiildiir (Krishnamoorthy et al.,
2016). PDE3B sistein kalintilarindan bakir iyonlar1 baglar ve bu PDE3B aktivitesinin
inhibisyonuna sebep olur (Krishnamoorthy et al., 2016). cAMP degredasyon
fosfodiesterazi PDE3B aktivitesinin inhibisyonu ile cAMP yolag1 aracili lipoliz artar
(Krishnamoorthy et al., 2016). Hormon gibi hiicre dig1 uyanlarin G-protein-bagl
reseptorlere (GPCR'ler) baglanmasi ile adeninil siklaz (AC) aktive olur ve bu cAMP
bagiml protein kinaz A’nin (PKA) aktivitesinin tetiklenmesi ile sonuglanan cAMP
artisina neden olur (Vitaliti, De Luca, & Rossi, 2022). PKA, hormona duyarl lipaz ve
peripilin gibi asag1 akis hedeflerinin fosforilasyonu araciligi ile lipolizi diizenler
(Krishnamoorthy et al., 2016). Sonug olarak PDE3B’nin bakir bagimli inhibisyonu
PKA aktivitesini dolayli olarak diizenleyerek lipolizin diizenlenmesini saglar
(Krishnamoorthy et al., 2016). Bu ifadelerin bir kanit1 olarak gesitli ajanlarla bakir
seviyelerinin azaltilmasi sonucu cAMP seviyelerinin azalisi, lipolizin azalis1 ve bakir
seviyelerinin arttirilmasi ile cAMP seviyelerinin artigi, lipolizin artig1 bildirilmistir
(Krishnamoorthy et al., 2016).

2.1.2.3. iyon Kanallan i¢in Bakir
KCa3.1 iyon Kanah

KCa3.1, T hiicreleri, B hiicreleri ve mast hiicrelerinin aktivasyonunda rol
oynayan ve kalsiyum kalmodilin tarafindan aktive edilen bir potasyum kanalidir
(Feske, Wulff, & Skolnik, 2015; Srivastava et al., 2016). KCa3.1 H358 kalintisinin
niikleosit difosfat kinaz-B (NDK-B) tarafindan fosforilasyonu ile aktiflestirilebilir
(Srivastava et al., 2016) Diger bir taraftan KCa3.1, H358 kalintis1 bakir iyonlarmi
baglar ve bu histidin fosforilasyonunu engelleyerek KCa3.1 potasyum kanalinin bakir

aracili inhibisyonuna sebep olur (Srivastava et al., 2016).
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BK iyon Kanah

Ca*? ile aktive olan K* kanali (BK) yiiksek iletkenlige sahip bir iyon kanalidir
(Shah, Guan, & Yan, 2022). BK kanallart membran depolarizasyonu ile aktive edilir
(Shah et al., 2022). BK kanallar1 hiicre i¢ine K" iletimini saglar ve bununla birlikte
voltaja bagimli K*2 kanallarmin kapanmasina ve membran repolarizasyonuna yol
acarak K*2 ve zar potansiyelinin negatif geri beslemesini diizenler (Feske et al., 2015;
Shah et al., 2022). Bu iyon kanallar1 dogum sonrasit merkezi sinir sisteminde yaygin
olarak konumlandirilir ve néronlarda K* akisini diizenler (Contet, Goulding, Kuljis, &
Barth, 2016). Bircok fizyolojik siiregte rol oynayan BK kanallarinin herhangi bir
diizensizligi epilepsi gibi merkezi sinir sistemi rahatsizliklar ile iligskilendirilmistir
(Contet et al., 2016; Shah et al, 2022). BK kanallar1 hiicre dis1 Cu*?
konsantrasyonlarma son derece duyarlidir (Ma, Wong, & Horrigan, 2008). Cu*?
iyonlar1 BK kanallarinin transmembran boéliimleri ile etkilesime girer (Ma et al., 2008).
Sonug olarak hiicre disi Cu*? iyonlar1 BK kanallarnin K* iletimini azaltarak BK

kanallarmin gii¢lii bir inhibitorii olarak aktivite sergiler (Ma et al., 2008).

2.1.3. Hiicre I¢ci Bakir Homeostaz

Bakir hiicresel siirecler i¢in gerekli bir eser elementtir fakat hiicre i¢i artan veya
azalan bakir konsantrasyonlar1 istenmeyen durumlar1 beraberinde getirebilir. Bakir
homeostaz mekanizmasi bakir ithalati, ihracati, depolanmasi ve hiicre i¢i lokasyonlara
iletimi gibi stireglerin dengeli bir sekilde yiiriitiilmesini kapsar (La Fontaine & Mercer,
2007). Insanlarda bakir elementi ile iliskili birgok protein bulunmaktadir (Sekil 2.7).
Bu proteinler bakirin hiicre ithalat1 ve ihracatindan sorumlu proteinler, bakir
saperonlar, bakira bagimli enzimler gibi proteinleri kapsar (L. Chen, Min, & Wang,
2022). Bakir konsantrasyonundaki sapmalardan 6tiirii meydana gelen olumsuzluklari

onlemek adina hiicre i¢i bakir homeostazi bu protein sistemleri tarafinca olusturulur

(L. Chen et al., 2022).

Hiicresel bakir homeostazinin baslica koruyucularindan birinin SLC31A1
bakir ithalatgr proteini oldugu ifade edilir (Curnock & Cullen, 2020). Hiicre disinda
artan bakir konsantrasyonuna yanit olarak SLC31A1’in endositozla hiicre igerisine
aktarildig1 ve tersi durumda ise SLC31Al’in hiicre yiizeyine geri donerek bakir

homeostazini korudugu bildirilmistir (Curnock & Cullen, 2020).

18



Bakir ihracatinda gorevli olan bakir tastyict ATPaz’lar (ATP7A, ATP7B) bakir
homeostazi i¢in bilyiikk 6neme sahip diger bir protein smifidir (La Fontaine & Mercer,
2007). Bu proteinler hiicre i¢i bakir konsantrasyonlarindaki degisiklikleri algilayarak
hiicre i¢i bakir homeostazi saglamak adina aktive olur (La Fontaine & Mercer, 2007).
ATPaz’larin genelde hiicre i¢i artan bakir konsantrasyonlarina yanit olarak vezikiiler
taginim aracili@i ile trans golgi agindan bakir ihracatinin gerceklesecegi hedef
membrana (apikal ya da bazolateral) haraket ederek artan bakir konsantrasyonlarini
elimine ettigi ve boylece bakir homeostazini sagladig: bildirilmistir (La Fontaine &
Mercer, 2007). Bu proteinlerdeki herhangi bir dengesizlik Wilson ve Menkes
Hastaliklar1 olarak bilinen genetik hastaliklara sebep olur (La Fontaine & Mercer,
2007).
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Sekil 2.7. Insan bakir proteomu (Blockhuys et al., 2017)

Bakir homeostazi igin 6nemli molekiillerden biri de GSH” dir (Bhattacharjee
et al., 2017). Bakirin hiicreye ilk girisinin ardindan GSH’ ye baglandig1 ve ardindan
saperonlara ya da MT’ye aktarildig: ifade edilmektedir (Bhattacharjee et al., 2017).
GSH seviyesi yalnizca bakir ithalatin1 degil ayn1 zamanda bakir ihracatini da diizenler
(Bhattacharjee et al., 2017). Hiicresel GSH tiikenmesinin ATP7A’nin vezikiiler
taginimin1 etkiledigi ve bunun hiicrelerde artan bakir birikimine sebep oldugu

bildirilmistir (Singleton et al., 2010).
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GSH’a benzer sekilde MT’ler hiicre icerisinde bakir iyonlarini baglayarak
bakir iyonlarint depolar (Collins, 2020). Bu, hiicre i¢i bakirin toksit etkilerinin
onlenmesi i¢in de 6nemli bir adimdir (Gaetke et al., 2014). Hiicre i¢i artan bakir
konsantrasyonlarinda MT ’ler fazla bakir1 detoksifiye ederek bakirin zararl etkilerini
engeller (Suzuki, Someya, Komada, & Ogra, 2002). MT’ ler ayrica hiicre igi bakir
konsantrasyonlar1 azaldiginda da devreye girer (Suzuki et al., 2002). Azalan bakir
konsantrasyonlarinda hiicre i¢i bakir homeostazint korumak adma MT ’ler bakir

iyonlarini baglar ve bakirin hiicreden atilimi engellenir (Suzuki et al., 2002).

SOD1 i¢in bakir saperon CCS’ nin aktivite kaybi hiicrelerde bakir
konsantrasyonunun artmasina sebep olur (Miyayama, Ishizuka, lijima, Hiraoka, &
Ogra, 2011). Bu sonuca tepki olarak homeostazin korunmasi adina MT bakir baglama
aktivitesinin artisi, SLC31A1 ifadelerinin azalmasi ve ATP7A ifadelerinin artig1 dikkat
¢ekicidir (Miyayama et al., 2011). Bakir tasiyict ATPaz’lar i¢in bakir saperon ATOX1
eksikliginde hiicre i¢i bakir birikimi artar ve bu bozulmus hiicre i¢i bakir akismin bir
sonucu olarak isaret edilir (Hamza et al., 2001). Ayrica mitokondriyal bakir
metabolizmasinda rol oynayan SCO1 ve SCO2 bakir saperonlardaki mutasyonlar ciddi

bakir eksikligine sebep olur (Leary et al., 2007).

X’e bagl apaptoz inhibitérii XIAP, E3 ubikutin ligaz aktivitesi aracilig ile
kaspaz inhibisyonuna neden olarak apaptozu baskilayan bir anti-apaptotik proteindir
(Mufti, Burstein, & Duckett, 2007). Bunun 6tesinde XIAP, COMM (bakir
metabolizma geni MURRI1) alanmi igeren protein 1(COMMDI1) araciligi ile bakir
homeostazinda da rol oynar (Burstein et al., 2004). COMMDI!’in ATP7B ile
etkilesime girerek bakir ihracatini tesvik edebilecek bir molekiil oldugu bildirilmistir
(Mufti et al., 2007). XIAP ise ubikitin aktivitesi ile COMMDI1’in degredasyonunu
saglayarak bakir ihracatinin azalmasi ile hiicre i¢i bakir konsantrasyonlarmi

diizenleyerek bakir homeostazina dahil olur (Burstein et al., 2004; Mufti et al., 2007).

Bu ifadeler bakir tasiyicilar, bakir depolayan proteinler ve bakir saperonlar da
dahil bir¢ok molekiiliin sik1 bir sekilde ¢alisarak hiicre i¢i bakir homeostazini saglayan

kompleks mekanizmalar1 olusturdugunu gdosterir.

2.1.4. Hiicre I¢i Bakir Dishomeostaz ile Tliskili Hastaliklar

Bakirin hiicresel siiregler i¢in vazgecilmez bir element oldugu diisiiniildiiglinde
bakir homeostazinin bozulmasmin ¢esitli hastaliklar ile iligkili olabilecegi gercegi
asikardir. Bu hastaliklar genetik olarak miras alinan hastaliklarin yani sira ¢evresel
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faktorlerle bozulan bakir homeostazi ile iligkilendirilmis hastaliklar1 kapsamaktadir.
Bakir dishomeostazi ile iligkili bilinen en iinlii kalitsal hastaliklar Wilson ve Menkes
hastaliklaridir (Ala, Walker, Ashkan, Dooley, & Schilsky, 2007; Timer & Moller,
2010). Alzheimer, Parkinson gibi ndrodejeneratif hastaliklar ve kanser, bakir ile

iliskilendirilmis diger hastaliklara 6rnektir.
Wilson Hastahg:

Wilson hastaligi 13. kromozomda bulunan ATP7B genindeki mutasyonlarla
meydana gelen otozomal resesif bakir bagimli kalitsal bir hastaliktir (Ala et al., 2007).
Wilson hastalarinda, karacigerden bakir ihracatinda gorevli ATP7B’nin mutasyonu
karacigerde bakir birikimine neden olur (Ala et al., 2007). Hastalarda akut karaciger
yetmezligi, kronik karaciger hastaliklar1 ve norolojik hastaliklar goriilebilir (Ala et al.,
2007). Ilag tedavilerinde fazla bakirm atilimina yonelik bakir selatorler gibi ajanlarin

kullanimi goriiliir (Ala et al., 2007).
Menkes Hastahgi

Menkes hastaligi ATP7A geninde mutasyonlar ile meydana gelen X
kromozomuna bagl resesif bir hastaliktir (Tiimer & Meller, 2010). ATP7A geninde
cogunlukta intergenik mutasyonlar ve kismi gen delesyonlar1 goriilmektedir (Tiimer
& Moller, 2010). Menkes hastaliginda hiicrelerden bakir ihracat1 ger¢eklestirilemez ve
karaciger ve beyin disinda ¢ogu dokuda anormal bakir birikimi s6z konusudur (Ttimer
& Mpller, 2010). Bag dokusu disfonksiyonu, gelismis nérodejenerasyon ve sira digt
birbirine dolasik saglar hastaligin ana belirtileridir (Ttimer & Magller, 2010). Hastaligin
en yaygin siddetli formunda genelde yasamin ilk {i¢ y1lindan 6nce 6liim meydana gelir

(Ttmer & Moller, 2010).
Alzheimer Hastahgi

Alzheimer hastalig1 demansin bir tiirii olan ve 6liime yol agan ndrodejeneratif
bir hastalik seklidir (Mathys & White, 2017; Squitti & Polimanti, 2013). Hastaligin
patofizyolojisinde beyinde kiimelenmis amiloid B plaklarin birikimi ve ndrofibriler
yumak olusumu temeldir (Ballard et al., 2011). Amiloid 6ncii proteinin (APP) daha
toksik olan amiloid f peptidlerine boliinmesi amiloid 3 plaklarini olusturur (Ballard et
al., 2011).

Mikrotubiiller ile iligkili olan Tau proteinleri ¢dziiniir proteinlerdir fakat

ndrofibriler yumak olusumunda ana bilesen olarak néronlarin yapi1 ve islevlerini
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bozan, ¢6ziinmeyen agregatlar seklinde birikir (Ballard et al., 2011). Alzheimer ile
ilgili genetik temele bakildiginda Apolipoprotein E geninin epsilon 4 alelinin (Apo E4)
Alzheimer riskini arttirdig1 ifade edilir (Ballard et al., 2011). Ayrica amiloid Oncii
proteinini kodlayan gendeki mutasyonlar amiloid B plaklarin olusumunda yer alir

(Ballard et al., 2011).

Alzheimer patofizyolojisi ile ilgili bazi mekanizmalar bakir iyonlar1 ile
iligkilidir (Brewer, 2009). APP proteininde bakir baglayici alan mevcuttur ve bakir ile
etkilesim amiloid B plak olusumuna katkida bulunur (Mathys & White, 2017). Bakir
iyonlar1 norofibriler yumak olusumunu da destekler (Mathys & White, 2017).
Alzheimer hastaliginda oksidatif stres baskin ozelliktir ve beyindeki olas1 bakir
dishomeostazi oksidatif strese sebep olan ROS olusumunu tetikler (Mathys & White,
2017). Bunun yani sira Apo E4’iin bakir ile etkilesime girdigi ve Apo E4 varliginin
yiiksek serum bakir konsantrasyonu ile iliskili oldugu bildirilmistir (Brewer, 2009;
Gromadzka, Tarnacka, Flaga, & Adamczyk, 2020). Yapilan meta analizlerde saglikli
bireylere kiyasla Alzheimer hastalarinda serum bakir konsantrasyonlarinin daha

yiiksek seviyelerde oldugu goriilmiistiir (Bucossi et al., 2011; Squitti et al., 2014).
Parkinson Hastahgi

Parkinson hastalig1 baslica beyindeki siyah maddede (Substentia Nigra) bir¢ok
viicut fonksiyonunda rol oynayan dopamini iireten néronlarin kayb1 ve ndron ici alfa-
siniiklein proteinin agregasyonu ile karakterize bir ndrodejeneratif hastaliktir (Poewe
et al., 2017). Hastaligin patogenezinde mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres ve
noroinflasmasyon gibi mekanizmalar da yer alir (Poewe et al., 2017). Genetik temelli
kusurlarla baglantili olabilmekle birlikte hastaligin olusumunda ¢ok faktorlii etkiler

soz konusudur (Poewe et al., 2017).

Parkinson hastaliginda bakirimn rolii tam anlamu ile anlagilmamistir (Gromadzka
et al., 2020). Parkinson hastaliginda bakirin roliine dair en belirgin ifade edilmis yol
ise bakirin alfa-siniiklein agregasyonu tizerindeki etkisidir (Lan, Chen, Chai, & Hu,
2016). Alfa-siniiklein proteinleri bakir iyonlarmni baglar ve bakir, alfa- siniiklein
agregasyonunu destek olur (Ahmad, Burns, Fink, & Uversky, 2012). Ayrica hiicre
disinda artan bakir konsantrasyonlarinin ndronal hiicre dliimiine katkida bulundugu

ifade edilmektedir (Lan et al., 2016).
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Parkinson’un Karakterizasyonunda dopamin {ireten noronlarin kaybi ifade
edildigi lizere Onemlidir ve bu hiicre kaybinda dopaminin kendisinin de rol
oynayabilecegine dair kanitlar mevcuttur (Bisaglia & Bubacco, 2020). Bakirin
dopaminin oksidasyonunu arttigi ve bunun H»O> (Hidrojen peroksit) gibi toksik
hidroksil radikallerini olusumuna sebep oldugu ifade edilmistir (Bisaglia & Bubacco,
2020). Bu sekilde dopamin, dopamin iireten ndronlar1 oksidatif strese duyarli hale

getirebilir (Bisaglia & Bubacco, 2020).

Bakirin reaktif oksijen tiirleri iiretme kabiliyetine sahip bir metal oldugu
diistiniildiigiinde Parkinson i¢in bildirilen patolojik Ozelliklere katkida bulunarak
Parkinson hastaliginin olusuma sebep olabilecegi ifade edilir (Gromadzka et al., 2020).
Bu ifadelere ek olarak Parkinson hastaliginda serum, beyin omurilik s1visi ve beyinde

bakir konsantrasyonlarinda artislari bildiren ¢alismalar mevcuttur (Lan et al., 2016).
Kanser

Bakir kanser siireclerinde farkli mekanizmalar ile aktivite sergileyebilir. Hiicre
ici serbest bakirin ROS olusturabilme kapasitesi kanser siiregleri ve bakir toksisitesinin
kesisim noktasindan biridir (Gupte & Mumper, 2009). Bu elementin hiicre i¢i sinyal
iletiminde oynadigi roller bu baglamda 6ne ¢ikan bir diger arastirma konusudur.
Kanserin karakteristigi olarak goriilen metastaz, anjiyogenez, hiicre proliferasyonu
gibi siireglerin kontroliinde rol oynayan PI3K/AKT yolagi, MAPK yolagi, ULK1/2
otofaji yolagi gibi hiicre i¢i sinyal iletim sistemlerinde bakirin rolleri bildirilmistir

(Guo et al., 2021; Tsang et al., 2020; Turski et al., 2012).

PI3K/AKT yolaginda AKT’nin fosforillenmesinden sorumlu PDKI1 kinaz
aktivitesi i¢in bakir iyonlar1 gereklidir (Guo et al., 2021). Dolayli olarak bakirin
AKT’yi aktive etmesi ise AKT nin tiimdre neden olan yolaklar1 harekete gecirmesi ve
tiimorojenezi desteklemesi ile sonuglanir (Guo et al., 2021). Bu sonuglar ile ortiisiir
sekilde bakir ithalatct SLC31Al1’in ifadesinin susturulmasi tiimorojenezin

baskilanmasi ile sonuglanir (Guo et al., 2021).

Bakirm MAPK yolagindaki rolleri bildirilmistir. Burada, MEK1 kinaza
baglanan bakir ERK1 fosforilasyonunu saglar (Turski et al., 2012). Hem normal
fizyolojide hem de kanser siire¢leri i¢in dnemli olan MAPK yolaginin bakir aracili

aktivasyonu tiimor gelisiminde roller tstlenir (Leliévre, Sancey, Coll, Deniaud, &
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Busser, 2020). Kanser gelisimini Onlemeye yonelik stratejilerde bakirin

hedeflenmesinin bu anlamda degerli oldugu dogrulanmistir (Leliévre et al., 2020).

MAPK sinyal yolaginin bir pargast olan B-raf proto-onkojen, serin/treonin
kinaz (BRAF) birgok kanser tiirtinde baslica V60OE (Val 600—Glu) mutasyonu olmak
tizere somatik nokta mutasyonlar1 ile aktive olan bir protein kinazdir (Davies et al.,
2002; Franklin, Aisner, Post, Bunn, & Garcia, 2014). BRAF, MAPK sinyal yolaginda
MEKI1 ve MEK2 protein kinazlar1 fosforiller ve bu sinyal molekiilii hiicre cogalmasi
icin onemli bir aktordiir (Brady et al., 2014; Franklin et al., 2014). BRAF V600E
mutasyonu tiimorogenez lehine roller sergileyen onkojenik bir sinyaldir ve bu
onkojenik sinyal i¢in bakir gerekli bir elementtir (Brady et al., 2014; Franklin et al.,
2014). Bakir ithalat¢1 SLC31A1 seviyelerinin azaltilmasi ile BRAFY%%°F mutasyonuna
sahip hiicre hatlarinda bildirilen tiimdr aleyhine sonuglar bakir iyonlarinm, BRAFV600E
onkojenik sinyalleri icin ve dolayistyla BRAFV%E tiimorojenezi i¢in gerekli oldugunu

dogrular (Brady et al., 2014).

Reseptor tirozin kinazlar (RTK) biiyiime faktorleri tarafindan aktive edilir ve
hiicre proliferasyonu gibi metabolik siire¢leri diizenler (F. He et al., 2019). RTK’ lerin
kanser hiicre hatlarinda biiylime faktorleri gibi ligandlarindan bagimsiz olarak bakir
iyonlar1 tarafindan aktive edildigi gosterilmistir (F. He et al., 2019). RTK bakir aracili
aktivasyonunun RTK’lerin asagi1 akis hedeflerinden Ras/MAPK ve PI3K/AKT gibi
yolaklarin aktivasyonuna neden oldugu bildirilmistir (F. He et al., 2019). Arastirilan
kanser hiicre hatlarinda bakir aracili RTK aktivasyonunun hiicre gociinii ve hiicre

proliferasyonunu arttirdig1 ifade edilmistir (F. He et al., 2019).

Otofaji mekanizmasmm sinyalizasyonunda gorevli ULK1/2 kinazlarin
aktivitesi i¢in bakir iyonlarmin gerekli oldugu ifade edilmistir (Tsang et al., 2020).
Otofaji, kanser hiicrelerinin apoptoz siireglerinden kagmasini miimkiin kilarak veya
kanser hiicreleri i¢in gerekli olan enerjiyi kanser hiicrelerinin kendilerinin olusturdugu
metabolik atiklar1 geri doniistiirerek saglayarak kanser gelisimine katki saglayabilir
(Xie, Yang, Gao, & He, 2023). Akciger adenokarsinomunda bakir tarafindan otofaji
slirecinin indiiksiyonunun tiimor hiicresi biiylimesine ve hayatta kalmasina neden
olmast bakir iyonlarmin kanser siireglerindeki rollerine bir 6rnektir (Tsang et al.,
2020).

Hipoksi ile indiiklenebilir faktér 1 (HIF-1), genlerin hedef bdlgelerine
baglanarak baglandigi genin transkripsiyon seviyelerini diizenleyen bir transkripsiyon
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faktoridiir (Wu, Zhang, & Kang, 2019). HIF-1’in aktivitesi i¢in bir transkripsiyon
kompleksi olusturmasi noktasinda bakir iyonlar1 aktif rol oynar (W. Feng, Ye, Xue,
Zhou, & Kang, 2009). Bakirin HIF-1 transkripsiyonel aktivitesi tizerindeki rolleri HIF-
I’in bir alt birimi olan HIF-1 alfa’nin hedefledigi genlerin promotor bolgelerine veya
etki  arttirict  (enhansir)  bolgelerine  baglanmasmi  diizenlenmesinden
kaynaklanmaktadir (Wu et al., 2019). Vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGF)
damar olusumu olarak bilinen anjiyogenez siiregleri i¢in diizenleyici bir sinyal
molekiilidiir (Ferrara, Gerber, & LeCouter, 2003). HIF-1 alfa’nin bakir aracili
aktivasyonu kanser hiicrelerinde VEGF’ nin ifade seviyelerini arttirarak anjiyogenez
stireglerini tegvik eder ve boylece tiimorojeneze katkida bulunur (Rigiracciolo et al.,

2015).

E3 ubikutin ligaz aktivitesine sahip anti-apaptotik bir protein olan X’e bagl
apoptoz inhibitorii XIAP proteini bakir iyonlarmi baglama 6zelligine sahiptir (Mufti
et al., 2006). XIAP proteinine bakir baglanmasi proteinin konformasyonel degisimine
sebep olur ve sonugta proteinin anti-apoptotik etkileri azalir (Mufti et al., 2006).
XIAP’m bakir aracili inhibisyonu ise tiimor gelisimini tesvik eder (Xie et al., 2023).
Ayrica XIAP proteinin bazi kanser tiirlerinde ifade diizeylerinin artmis oldugu ve bu
proteinin kanser gelisimi ile ilgili oldugu bildirilmistir (Hussain et al., 2017; Mizutani
et al., 2007).

Bakirin kanser gelisimi veya kanser ilerlemesi i¢in g¢esitli mekanizmalarda
roller oynamasi ile tutarli olarak bir¢ok ¢alismada kanser hastalarmin serum
orneklerinde ve ayni zamanda tiimor dokularinda normale kiyasla artan bakir
konsantrasyonu bildirilmistir (Gupte & Mumper, 2009). Prostat kanseri hastalarinda
saglikli kontrollere kiyasla serum bakir seviyeleri 6nemli diizeyde artis gostermektedir
(Saleh, Adly, Abdelkhalig, & Nassir, 2020). Yine prostat kanserinde, orta siddetli
hastalarin dokularinda saglikli kontrollere kiyasla 1,6 kat fazla bakir konsantrasyonlari
ve daha siddetli evrede bulunan hastalarin dokularinda ise saglikli kontrollere kiyasla
yaklagik 2 kat fazla bakir konsantrasyonlar1 Ol¢iilmiistiir (Denoyer, Clatworthy,
Masaldan, Meggyesy, & Cater, 2015). Akciger kanseri ve bakir arasindaki iligkileri
gbsteren bir meta analizde, elde edilen verilere gore bir¢cok ¢alismada birbiri ile tutarh
olarak akciger kanseri hastalarinda saglikli bireylere kiyasla artan serum bakir
konsantrasyonlar1 bildirilmistir (X. Zhang & Yang, 2018). Karaciger kanseri

hastalarinin serumlarinda ise artan bakir konsantrasyonlar1 hastaligin koti seyri ile
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paraleldir (Fang et al, 2019). Meme kanseri hastalarnda serum bakir
konsantrasyonlarinda saglikli kontrollere kiyasla artig, bunun yaninda iyi huylu
(benin) meme kanseri hastalarinda meme kanseri hastalarina kiyasla serum bakir
konsantrasyonlarinda azalmalar bildirilmistir (Y. Feng et al., 2020). Bu sonuglarin tam
tersine kolorektal kanser hastalarinin serumlarinda Slciilen bakir konsantrasyonlarinin
saglikli kontrollere kiyasla diisiik seviyelerde seyrettigi de goriilmiistiir (Khoshdel et
al., 2016).

2.2. Kronik Bakir Maruziyeti

Canlilar ¢esitli yollar ile bakirin yiiksek dozlarma maruz kalarak yasamlarinin
ilerleyen safhalarinda ciddi sorunlar ile karsi karsiya kalabilir. Bakir genellikle
volkanik patlamalar, orman yanginlari, riizgarlar gibi dogal olusumlar ile gevreye
yayilabilecegi gibi endiistriyel faaliyetler, tarim ilaglari, petrol, dogal gaz vb. yakitlarin
yanmasi seklinde insan aktiviteleri sonucu da dogaya karisabilir (Deng et al., 2023;
Rigiracciolo et al., 2015). Endiistriyel faaliyetler arttikca dogaya salinan bakir miktari
artar ve bununla orantili olarak bakir maruziyeti olgular1 da artig gosterir (Deng et al.,
2023). Cevreye salinan bakir, igme sular1 ve tarim alanlar1 gibi yasam igin 6nemli olan
kaynaklar1 kontamine ederek besin zincirine dahil olur (Tian et al., 2015). Ancak
cevreye yayilan bakir her zaman maruziyete sebep olmayacagi gibi direkt olarak yeme,
icme, soluma ve deri temasi gibi yollar bakir maruziyetine sebebiyet verir (Dorsey &
Ingerman, 2004). Genellikle siit {iriinleri, seker ve marul gibi besinler diisiik bakir
icerigine sahipken kabuklu yiyecekler, ¢ikolata, baklagiller ve mantarlar ise yiiksek
bakir igerigine sahip besinlere 6rnektir (Collins & Klevay, 2011). Besinlerin yani sira
bakir, dogum kontrol haplari, takviye vitaminler ve mineraller ile de viicuda alinir
(Gaetke et al., 2014). Bakir ayrica yemek pisirilen kaplar, su borulari, medikal aletler

vb. insanlarm etkilesimde oldugu nesnelerde de bulunur (Gaetke et al., 2014)

Bakir maruziyetinin sebep oldugu olumsuz sonuclar1 bakira maruz kalma
stiresi, maruz kalma sekli, maruz kalan kisinin genetik 6zellikleri gibi bir¢cok etken
etkilemektedir (Dorsey & Ingerman, 2004). Ornegin i¢me sularmdan veya
yiyeceklerden asir1 miktarda bakir1 viicuduna alan bireyler yliksek bakir toksisite riski
altindadir (Uauy, Maass, & Araya, 2008). Ayrica fazla bakirin viicuttan atilimi
noktasinda rol oynayan safra yolunun olgunlasmamis oldugu ve bakirin viicuda alim
sekli olan bagirsak emiliminin daha gelismis oldugu yeni doganlarda ve bebeklerde

bakir toksisitesi riski yiiksektir (Collins & Klevay, 2011). Oldukga toksik seviyelerde
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maruz kalinan bakir akut toksisiteye sebep olurken daha uzun periyotlarda ve siirekli
olarak, akut toksisiteye sebep olan miktardan daha az diizeylerde bakira maruz kalmak
ise kronik bakir maruziyetine sebep olur (Meredyth Jones & van der Merwe Bvs,
2008). Akut maruziyet sonucu olusan bakir toksisitesi siddetli kusma, ishal, sarilik gibi
belirtiler gosterir ve idrar ve kanda bakir seviyesi ol¢limiiniin yaninda gaitada bakir
seviyelerinin saptanmast akut bakir toksisitesini degerlendirmek i¢in kullanilan

yontemler olabilir (Royer & Sharman, 2020).

Tesisatgilar, kaynakgilar, madenciler gibi ¢alisma alanlarinda bakir ile temas
halinde bulunan meslek gruplarinda ¢alisan bireylerde bakira maruz kalma riski artar
(Dorsey & Ingerman, 2004; Gaetke et al., 2014). Bu gibi endiistriyel alanlarda
calismak siirekli ve uzun bir siiregte meydana gelen maruziyeti beraberinde getirir ve
bireylerde orta diizeyde bakir maruziyeti meydana gelir (Saha, Karnik, Sathawara,
Kulkarni, & Singh, 2008). Bu ¢alisma kosullarinda istihdam eden bireyler havada
bulunan bakir1 veya tozu soluyarak ve direkt deri temas1 yoluyla bakira maruz kalabilir
(Dorsey & Ingerman, 2004). Kronik bakir maruziyetinin etkileri, akut bakir
maruziyetinde oldugu gibi goriiniir olmadigindan ve wuzun siirelerde ortaya
¢ikabileceginden Otiirii bu tip maruziyet seklinin takibi 6nemli bir konudur (Saha et

al., 2008).

Maruziyet kaynakli veya herhangi bir sekilde olusan bakir toksisitesinin teshisi
icin kan, idrar ya da sa¢ analizleri tercih edilen metotlardir (Gaetke et al., 2014).
Serumdaki bakir diizeylerinin ve bakir baglayan protein olan seruloplazmin
degerlerinin 6l¢iilmesi ise en sik tercih edilen metotlardir (Gaetke et al., 2014). Fakat
serum bakir diizeylerinin 6l¢iilmesi gibi maruziyet belirtecleri yalnizca kisilerde klinik
belirtilere yol acabilecek diizeyde ve siirede olusan bir maruziyette etkili olabilir ve
kisilerin bakir metabolizmalarindaki farkliliklarindan o6tiirii  etkin  sonuclar
vermeyebilir (Araya et al., 2006; Saha et al., 2008). Yine seruloplazmin diizeyleri de
bazi hasta gruplarinda ve cinsiyetler arasi farkli ifade seviyelerine sahip
olabileceginden kronik bakir maruziyeti sonucu artan bakir konsantrasyonlar1 i¢in
glivenilir bir biyobelirte¢ olarak gériilmez (Danzeisen et al., 2007). Bu gibi maruziyet
belirtecleri uzun vadede etkiler sergileyebilecek, daha hassas diizeyde bakir

degisikliklerinin izleniminde faydali olmayabilir (Araya et al., 2006).

Yapilan bir¢ok ¢aligmada bakir konsantrasyonundaki degisimleri 6lgmek icin

biyobelirte¢ olarak arastirilmis ve test edilmis olan eritrosit SOD1 ve trombosit CCO’
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nun bu baglamda giivenilir biyobelirtegler olmadiklarinin ispat edildigi ifade
edilmektedir (Danzeisen et al., 2007). Bakir baglayic1 bir enzim olan lizil oksidazin da
bakir konsantrasyonlardaki degisim icin biyobelirte¢ olma uygulamalarmin sinirli
oldugu bildirilmistir  (Danzeisen et al., 2007). CCS’nin ise bakir
konsantrasyonlarindaki degisikleri saptayabilmek adma umut verici bir biyobelirte¢

olabileceginin alt1 ¢izilmistir (Danzeisen et al., 2007).

2.2.1. Kronik Bakir Maruziyeti ve Toksisite

Biyolojik sistemlerde bulundugu iki oksidasyon durumundan &tiirii (Cu*? ve
Cu*?) bakir, toksik etkilere sebep olabilen redoks aktif bir agir metaldir (Banci et al.,
2010; Tsang et al., 2021). Redoks aktif 6zellikleri bakirin ROS olusturmasina sebep
olabilir (Tsang et al., 2021). ROS en az bir oksijen atomu ve bir veya daha fazla
eslesmemis elektron iceren, ¢esitli metabolik yolaklar i¢in sinyal molekiilii olan ayn1
zamanda biyomolekiillerde hasara sebep olabilen reaktif kimyasallardir (Jakubczyk et
al., 2020; Zandalinas & Mittler, 2018). Bakirin bu toksik 6zelliklerinden 6tiiri normal
isleyise sahip bir organizmada hiicreler bakirmn daima bir proteine veya kiiclik
biyomolekiillere koordine olmasini saglar (Banci et al., 2010; Wittung-Stafshede,
2021). Herhangi bir molekiile bagli olmayan bakir iyonlar1 ise hiicre igerisindeki
serbest bakir1 temsil eder ve bu bakir sekli canlilar i¢in oldukca toksik niteliktedir

(McMillin et al., 2009).

Bakirin sebep oldugu toksisite i¢in en gii¢lii aday bakir iyonlarmin ROS
olusturabilme yetenekleri ve oksidatif strese sebep olmalaridir (Gaetke et al., 2014)
ROS, DNA, protein ve lipitlere karsi reaktivite gosterir (Glasauer & Chandel, 2013).
Hidroksil radikalleri (OH.), siiperoksit anyonu (O?) ve hidrojen peroksit (H202)
bunlara ornektir (Glasauer & Chandel, 2013). Normal fizyolojide ROS kaynakli
toksisite antioksidan savunma sistemi tarafindan engellenir fakat {iretilen ROS miktar1
antioksidan savunmayi astiginda oksidatif stres meydana gelir ve niikleotitler,
proteinler ve lipitlerde oksidatif hasarin meydana gelmesiyle birlikte ¢esitli patolojik

durumlar olusabilir (Bandyopadhyay, Das, & Banerjee, 1999; Pizzino et al., 2017).

Cu*2 ve Cu*! iyonlarmnm her ikisi de redoks reaksiyonlarma katilim saglayabilir
(Gaetke et al., 2014). Ornegin Cu*? iyonlar1 bir indirgeyici ajan varligmda Cu*!
iyonlarina indirgenebilir ve Cu*' H,0: ile reaksiyona girerek olduk¢a giiglii bir
oksitleyici radikal olan hidroksil radikallerinin olusumuna sebep olabilir (Bremner,
1998). Hidroksil radikalleri gibi zararli ROS’lar DNA ¢ift zincir kiriklar, DNA
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zincirinde bazlarin oksidasyonu ile 8-oksoguanin, 8-oksoadenin, timin glikoller gibi
yapilar, proteinlerin amino asitlerinde kalic1 degisiklikler, lipit peroksidasyonlar1 gibi
hasarlara sebep olur (Cervantes-Cervantes, Calderon-Salinas, Albores, & Mufioz-
Sanchez, 2005; Gaetke et al., 2014). Oksidatif hasar mesleki ortamlarda ve ¢evresel
olarak kronik bakir maruziyeti ile iliskilendirilmistir (Gaetke & Chow, 2003).

Mesleki ortamlarda bakira maruz kalma sonucu olusan toksik etkilerin
degerlendirildigi c¢alismalar bulunmaktadir. Yiksek bakir maruziyeti riski altinda
calisan bakir isleme tesisi ¢alisanlarinda demografik 6zellikler agisindan eslestirilmis
kontrol grubu ile kiyaslandiginda bakir maruziyetinin sonuglar1 agik¢a goriilmektedir
(Kumar et al.,, 2016). Yapilan ¢alismada bakir isleme tesisinde ¢alisan bireylerin
serumlarinda kontrol gruplaria gore artan malondialdehit (MDA) ve 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin (8-OHdG) seviyeleri ve azalan GSH seviyeleri bildirilmistir (Kumar
et al., 2016). Bunun yani sira ¢alisanlarda solunum fonksiyon gostergelerinin diisiik
oldugu goriilmistiir (Kumar et al., 2016). Lipit peroksidasyonunun iiriinlerinden biri
olan MDA ve antioksidan molekiil olan GSH oksidatif stres i¢in ve 8-OHdG DNA
hasar1 i¢in belirteglerdir (Gawel, Wardas, Niedworok, & Wardas, 2004; Mytilineou,
Kramer, & Yabut, 2002; Valavanidis, Vlachogianni, & Fiotakis, 2009). Bu sonuglar
bakira maruz kalan bireylerde bakir maruziyetinin bir sonucu olarak oksidatif hasarin
artiginin isaret edilebilecegini gozler 6niine serer (Kumar et al., 2016). Bir bakir izabe
tesisinde ¢alisan bireyler ve saglikli kontroller arasinda yapilan degerlendirmelerde ise
plazma MDA seviyeleri arasinda anlamli bir fark goriilmezken izabe tesisi
calisanlarinda DNA hasarinin kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek seviyelerde oldugu
goriilmiistiir (Shahrokhi et al., 2021). Benzer bir endiistriyel alanda ¢alisan bireylerin
saglikli kontrollere kiyasla periferal kan lenfositlerinde artan DNA hasar1 seviyeleri
bildirilmistir (De Olivera et al., 2012). Bu sonuglara benzer sekilde bir bakir
dokiimhanesinde caligsan bireylerde de saglikli kontrollere kiyasla somatik hiicrelerde
artan DNA hasar1 seviyeleri rapor edilmistir (Palus et al., 2005). Bir bakir isleme
tesisinde ¢alisan bireylerde ise kontrol grubuna kiyasla 6lgiilen DNA hasar seviyeleri
ve idrar 8-OHdG seviyeleri artmis ve bu sonuglar bakir maruziyeti kaynakli oksidatif
stres ile iligkilendirilmistir (Da, 2019). Bir bakir toplama fabrikasi is¢ilerinde oksidatif
hasarin arttig1 ve bagisiklik sisteminin zayiflamasi ile iligkilendirilen interldkin-2 (1L-
2) seviyelerinin azaldigi, interlokin-4 (IL-4) seviyelerinin arttigi bildirilmistir

(Farsipour, Faghihi-Zarandi, Mozaffari, & Karami-Mohajeri, 2019). Mesleki
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maruziyet disinda, bakir igeren rahim i¢i dogum kontrol araglarini kullanan kadinlarda
da bakir maruziyet degerlendirmeleri yapilmistir (Shubber, Amin, & EI-Adhami,
1998). Buna gore ozellikle iki yildan uzun bir siire zarfinda bu araglar1 kullanan
bireylerde kromozom anomalileri belirlenmis ve bu araglarin uzun siire kullanimi ile
paralel olarak artan DNA hasar1 seviyelerinin mevcudiyeti bildirilmistir (Shubber et
al., 1998).

Kronik bakir maruziyeti sonucu hiicresel seviyelerde meydana gelen
toksisitelerin yani sira bakir agir metaline uzun siire maruz kalmak kanser ile de
iliskilendirilmistir. Ornegin bakir madeninde ¢alisan bireylerde mesleki maruziyetin
bir sonucu olarak kanser, bir risk faktorii olarak degerlendirilmistir (R. Chen, 1996).
Bakir madeninde olusan maruziyet ve kanser riski arasindaki iliski maruz kalma stiresi
ile pozitif bir iliskiye sahiptir (R. Chen, 1996). Bakir madeni ¢alisanlarinda maruziyet
stiresi ile paralel olarak akciger kanserinden 6liim riski artmaktadir (R. Chen et al.,
1993). Ayrica bakir madeninde toza maruz kalmak akciger kanseri 6liimlerinin artmast1

ile iliskilendirilmistir (R. Chen et al., 1993).

2.3. Bakir ve Hiicre Oliim Yolaklar

2.3.1. Apoptoz

Apoptoz, organizmalarda normal bir fizyolojik siire¢ olarak isleyen ve nekroz
gibi hiicre 6liim sekillerinden ziyade programli bir hiicre 6liim sekli olarak ifade edilir
(Xu, Lai, & Hua, 2019). Embriyonik gelisim ve hiicre yenilenmesi gibi siiregler
sirasinda ve kimyasallar veya radyasyon gibi uyaranlar ile meydana gelen hiicre 6limii
apoptozu temsil etmektedir (Xu et al., 2019). Kaspazlar olarak bilinen proteazlar ve B
hiicreli lenfoma-2 (Bcl-2) ailesi proteinleri apoptoz siiregleri i¢in anahtar proteinlerdir
(Cohen, 1997; Reed, 1998). i¢ (intrinsic) ve dis (extrinsic) olmak iizere iki farkli
apoptotik yol mevcuttur (Voss & Strasser, 2020). Apoptozun dis yolu, hiicre dig1 bir
ligandla etkilesimi ile 6liim sinyallerini hiicre i¢i bosluga ileten tiimor nekroz faktorii
(TNF) siiper ailesi transmembran reseptorleri ile baslatilir (Xu et al., 2019). Apoptozun
icsel yolu ise hiicresel stres ve sitotoksik etkiler ile iiretilen hiicre i¢i sinyallerin
tetikledigi mitokondriyal bozulmalarin olusumu ile karakterize edilir (Xu et al., 2019).
Bcl-2 ailesi tiyeleri metabolik stres, DNA hasari, sitotoksisite gibi igsel apoptoz
yolunun baslatilmasindan ve hiicresel olaylara verilen yanitin diizenlenmesinden
sorumludur (Voss & Strasser, 2020). Apoptozun baslatilmasi noktasinda farkli yollar

mevcut olsa da temelde bu siire¢lerde kaspazlarin aktivasyonu meydana gelir ve bu
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stirecler fagositozlar tarafindan yutulan apoptotik cisimlerin (ApoBD) olusumu
noktasinda birlesir (Xu et al., 2019). Apoptotik cisimlerin olusumunun yani sira
apoptoz mekanizmasinin farkli evrelerinde apoptoza ugrayan hiicreler biiziiliir,
kromatin yogunlasir, plazma zarlar1 ve niikleer zarlar yirtilir (V0ss & Strasser, 2020;
Xu et al., 2019).

Bakirin memeli hiicrelerinde apoptozu indiikledigine dair kanitlar mevcuttur
(Kawakami, Inagawa, Hosokawa, Saito, & Kurasaki, 2008). PC12 sigan hiicre
hatlarinin bakirm artan dozlar1 ile muamelesi sonucunda bakira maruz birakilan
hiicrelerde apoptotik belirtilerin arttigina dair bulgular elde edilmistir (Kawakami et
al., 2008). Buna gore bakira maruz kalan hiicrelerde hiicre canlilik orani azalmus,
¢ekirdek DNA fragmantasyonu artmustir (Kawakami et al., 2008). Sonuglara gore
bakir muamelesi sonucu Bcl-2 ailesi iiyesi olan Bax proteinin ifade diizeylerinin
artmast ve ROS seviyelerinin artmasit gibi degisiklikler apoptotik siireclerin

olusumunu tetiklemistir (Kawakami et al., 2008).

Bakir iyonlarin1 baglayabilen anti-apoptotik XIAP proteini bakir iyonlar1 ile
bagladiginda bu durum proteinin konformasyonel degisimine neden olur (Mufti et al.,
2006). Bakir aracili konformasyonel degisime ugrayan XIAP kaspaz inaktivasyonu
aktivitesini sergileyemez ve XIAP"n apoptozu inhibe etme 6zelligi engellenir (Mufti
et al., 2006). Artan bakir konsantrasyonlar1 XIAP araciligi ile hiicreleri apoptoza
duyarl hale getirerek apoptotik siireclere destek olur (Mufti et al., 2006).

Belirli bir periyotta farkli bakir konsantrasyonlarina maruz birakilan farelerin
hepatositlerinde bakir maruziyeti kaynakli artan ROS seviyelerinin mitokondriyal
membran potansiyelini bozdugu ve bunun da i¢sel apoptotik yolun aktivasyonu ile
sonug¢landigi bildirilmistir (H. Liu et al., 2020). Ayrica yapilan ¢alismada bakira maruz
birakilan farelerde TNF protein ailesine ait iiyelerin arttig1 ve boylece bakirin fare
hepatositlerinde digsal apoptotik yolun aktivasyonunu da tetikledigi ifade edilmistir
(H. Liu et al., 2020).

Fare pro-B hiicre hatti BA/F3p'nin Cu*? iyonlar1 ile muamelesinin Bcl-2 ailesi
iiyesi Bax protein seviyelerini ve ROS olusumunu arttirarak bahsi gegen hiicre hattinda

apoptozu indiikledigi bildirilmistir (Zhai et al., 2000).

Bir fare germ hiicre hattinin bakir ile muamelesi sonucunda bakirm oksidatif

stresi arttirarak mitokondriyal bozulmalara sebep oldugu ve sonugta apoptozu
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arttirdig1 sonuglar1 bakira maruz kalmanin erkek tireme hiicrelerinin sayisini azalttigini

isaret eder (Kang et al., 2019).

Sicanlarm bakir ile tedavisi sonucunda sigan bobreklerinde otofaji ve apoptotik
yollarm aktivasyonu bildirilmistir (Wan et al., 2020). Buna gore bakira maruz kalan
sicanlarin bobrek dokularinin incelenmesi sonucu i¢sel apoptotik yolagin indiiklendigi
ifade edilmis ve ayrica bakirin apoptotik tesviki oksidatif stresi indiikleme

potansiyeline bagli olabilecegi tahmin edilmistir (Wan et al., 2020).

2.3.2. Ferroptoz

Canlilar i¢in gerekli bir element olan demir, hiicre i¢i konsantrasyonlar1 asiri
miktarlara ulastiginda hiicre 6liimii gibi mekanizmalar araciligi ile hasara yol acabilir
(Tang & Kroemer, 2020). 2012 yilinda kesfedilen ve bilinen hiicre 6liim yollarmdan
bir¢cok yonden farkli olan ferroptoz, temelde demire bagli bir hiicre 6liim sekli olarak
tanitilmustir (Dixon et al., 2012). Ferroptoza dair ilk kesifler ise RAS ifade eden kanser
hiicreleri i¢in Oldiiriicii etkiye sahip ajanlar olan erastin ve RSL3’ilin kesfi ve bu
oldiiriicii etkinin demir selatlayic1 ajanlar tarafindan engellenebilecegi bilgilerini
kapsar (Dolma, Lessnick, Hahn, & Stockwell, 2003; Yagoda et al., 2007; W. S. Yang
& Stockwell, 2008). Ferroptoza ugrayan hiicrelerde kromatin yogunlasmasi, apoptotik
cisimlerin olusumu, organellerde sisme gibi etkiler goriilmezken, hiicre zar1
yogunlugunun arttigi, mitokondri hacminin azaldigi ve mitokondriyal i¢ zarin

kayboldugu veya azaldig1 bildirilmistir (Dixon et al., 2012).

Lipitlerin ROS aracili bozulmasmi ifade eden lipit peroksidasyonu ferroptoz
i¢in ana tetikleyici olusumdur (Tang & Kroemer, 2020). Demirin hiicre i¢i transfer ve
depolama siireglerinde gorevli olan protein sistemlerinin diizensizligi sonucu artan
hiicre i¢i demirin olusturdugu ROS ve oksidatif metabolizma sonucu iiretilen ROS,
ferroptozu tesvik eder (Dixon et al., 2012; Tang & Kroemer, 2020). Ferroptozu tesvik
eden erastin, sistin/glutamat tasiyici proteinini inhibe ederek antioksidan savunmada
gorevli GSH sentezini engeller ve bunun sonucunda antioksidan aktivitede meydana
gelen azalma ve ROS artisi lipit peroksidasyonunu tesvik ederek ferroptozu tetikler (J.
Liet al., 2020). Lipit peroksitlerinin olusumunu engelleme aktivitesine sahip glutatyot
peroksidaz 4 (GPX4)’in RSL3 tarafindan inhibisyonu da ferroptozu tesvik eden
etkilerden biridir (J. Li et al., 2020). Sistin/glutamat tasiyici sisteminin inhibisyonu ve
demir tastyicilarin (transferrin ve laktotransferrin) aktivasyonu ferroptozun dissal

(extrinsic) yolunu kapsarken, antioksidan enzimlerin inhibisyonu ferroptozun igsel
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(instrinsic) yolunu kapsar (Tang & Kroemer, 2020). Ekstrem sicaklik kosullari,
hipoksi, radyasyon ve kimyasallar gibi stres kosullar1 ferroptotik hiicre Sliimiinii

tetikleme potansiyeline sahiptir (Tang & Kroemer, 2020).

Demir homeostazindaki degisiklikler ferroptozu destekleyebildiginden Gtiirti
bakir dahil birkag agir metal, demir homeostazini etkileyerek ferroptozu tesvik edebilir
(Aschner et al., 2022). Eksojen bakirin antioksidan savunmada gorevli GPX4’iin
sistein kalintilarina direkt olarak baglanma yolu ile GPX4 ubikitinasyonunu ve
agregasyonunu artirarak GPX4’iin otofaji yolu ile parcalanmasimni tesvik ettigi ve bu
yolla ferroptozu tetikledigi bildirilmistir (Xue et al., 2023) (Sekil 2.8). Ayni ¢alismada
bakir selatorlerin ferroptozu baskiladigi sonuglarma ulasilmistir (Xue et al., 2023).
Antitliimor aktivitesine sahip disiilfiram/bakir reaktiflerinin nazofaringeal karsinom
hiicrelerinde gdsterdigi antitiimor aktiviteler ferroptoz yolaginin tetiklenmesi ile
eslestirilmistir (J. Li et al., 2020). Hepatoseliiler karsinomda disiilfiram/bakir
reaktiflerinin ROS olusumunu arttirabilecegi, mitokondriyal morfolojiyi bozabilecegi,
lipit peroksidasyonunu arttirabilecegi ve nihayetinde ferroptozu tesvik edebilecegi
ifade edilmektedir (Ren et al., 2021). Bakirin fare sinir hiicre hattinda ferroptozun
karakteristigi olan lipit peroksidasyonunu arttig1 ve ferroptoz mekanizmasi ile eslesen
erastin kaynakli hiicre 6liimiini giiglendirdigi gorilmiistiir (Maher, 2018). Ferroptozu
tesvik edici dzelliklerin ek olarak bakirin ferroptotik hiicre 6limiinii baskiladigina dair
kanitlar mevcuttur. Bakir metabolizmasi ile ilgili bir protein olan COMMDI10 hiicre
ici bakir konsantrasyonlarini azaltma kabiliyetine sahiptir (Mi Yang et al., 2022).
Karaciger kanseri hiicrelerinde COMMD10’un azalan ifadesine yanit olarak hiicre i¢i
bakir konsantrasyonlar1 artar (Mi Yang et al., 2022). Artan bakir konsantrasyonlari
sonucta sistin/glutamat tastyicisinin bileseni SLC7A11 ve ferroksidaz aktivitesine
sahip seruloplazmin genlerinin ifadelerini arttwran HIF1-alfa ifadesininin artmasina
aracilik eder (Mi Yang et al., 2022). Artan SLC7AI11 ifadesi hiicre i¢i glutatyon
seviyelerini arttirir ve bu lipit peroksidasyonunun azalmasi ile sonuglanir (Mi Yang et
al., 2022). Ayrica hiicre i¢i artan bakir seviyeleri, demir konsantrasyonlarinda azalma
ile sonuglanan seruloplazmin seviyelerinin artmasini tesvik eder (Mi Yang et al.,
2022). Bu ifadeler karaciger kanserinden artan bakir konsantrasyonlarinin ferroptozu

baskiladig1 sonucunda birlesir (Mi Yang et al., 2022).

Ayrica HIF1-alfanin hedefi olan yag asidi baglayic1 proteinleri 3 ve 7
(FABP3/7) ferroptozu baskilama aktivitesi sergiler ve bakir iyonlarinin HIF1- alfa
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ifadesini arttirdigi diisiiniildiigiinde bakirm FABP3/7 araciligiyla da ferroptozu
baskilayabilecegi hipotezi yiiriitiilir (Xue et al., 2023; Minghua Yang et al., 2019)
(Sekil 2.8).

Bakarin ferroptozu tegvik edici rolleri

Cu* o Cu*
N/

STEAP
ol P
SLC31A e Sistein Sicki SLC7AT
H +— - SiIstin
Balkar iyonoforlar
— ool 1
H)O) GPX4 /' MAPI LC3 \\,\

TAX18P1

Ub
o | Otofaii | |
Cu*e - GPX§ ————— N\ G

co ) —

Mitokondri Lipid Ferroptoz
peroksidasyonu

............................................................................................

SLC31A1
COMMDI0: — Cu*

 J

HFTR) —> (HFIA) —

CpP

SLC7AN A
\

Sekil 2.8. Bakir ve ferroptoz iliskisi (Xue et al., 2023)

2.3.3. Kuproptoz

Demir bagimli hiicre 6liim sekli ferroptozdan sonra bakir bagimli bir hiicre
oliim sekli olarak tanitilan kuproptoz yolagi ile metallerin hiicre 6lim yolaklarina
dahiliyetine dair kanitlar artmustir. Kuproptoz yolagi 2022 yilinda Tsvetkov ve

arkadaslar1 tarafindan kesfedilen ve temelde hiicre iginde biriken bakir iyonlarmnin yol
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act11 toksisite olarak hiicrelerin 6liime sevk edilmesini ifade eden yeni bir hiicre 6liim
yolagidir (Sekil 2.9). Kuproptoz mekanizmasini sunan arastirmacilar ¢esitli deneyler
sonucunda elde ettikleri bulgular 1s1¢inda bakir kaynakli toksisitenin ROS olusumu ile
sinirl olmadigini gostermistir (Tsvetkov et al., 2022).

Aragtirmacilar ilk olarak bakir iyonlarina baglanarak hiicre i¢i ortama iletebilen
bir bakir iyonofor olan elesklomoliin hiicreleri 6liime sevk ettigini kesfetti. Yapilan
deneyler ile elesklomol kaynakli hiicre 6liimiiniin bilinen hiicre 6liim yolaklarindan
farkli 6zellikler sergiledigi goriildii. Elesklomol kaynakli hiicre oliimii i¢in bakir
iyonlarinin gerekli oldugu ve eleskolomoliin tetikledigi hiicre 6liim seklinin hiicre
icinde artan bakir birikimine bagh oldugu bildirildi. Ileri analizlerle mitokondriyal
solunuma bagimli hiicrelerin bu hiicre 6liim sekline daha hassas oldugu, mitokondriyal
solunumun bakir bagimli hiicre 6liim sekli i¢in gerekli oldugu ve TCA bilesenlerinin
bakir tarafindan hedeflenerek hiicre 6liimiinde rol oynadigi kesfedildi. Bakirin rol
oynadig1 hiicre 6liimiiniin mekanizmasini ayrintili olarak anlamaya yonelik yapilan
deneylerde FDX1 ve protein lipoilasyonunun bakir aracili hiicre 6liimii i¢in anahtar
diizenleyiciler oldugu ifade edildi (Tsvetkov et al., 2022). FDX1, Cu*®yi Cu'‘’e
indirgeme aktivitesi sergileyen bir rediiktaz enzimidir (Tsvetkov et al., 2019). Protein
lipoilasyonu yalnizca TCA dongiisii ile iliskili enzimlerde meydana geldigi bilinen,
yiiksek oranda korunmus lizin gruplarina lipoik asitin baglanmasi ile olusan bir geviri
sonras1 (post-translasyonel) modifikasyondur ve bu modifikasyon proteinlerin
enzimatik reaksiyonlari i¢in gereklidir (Cronan, 2016; Tang, Chen, & Kroemer, 2022).
Calismada FDX1’in protein lipoilasyonunu diizenleme potansiyeline sahip oldugu

bildirildi (Tsvetkov et al., 2022).

Bakirin hiicre oliimiindeki asil roliine odaklanildiginda bakir iyonlarinin
lipoillenmis DLAT proteinine baglandigi ve DLAT proteininin oligomerizasyonuna
yol agtig1 goriildi (Tsvetkov et al., 2022). DLAT proteini E1, E2 ve E3 olmak iizere
¢ enzimatik yapidan olusan ve pirlivatin Asetil Koenzim A’ya doniislimiini
katalizleyen piriivat dehidrojenaz kompleksinin (PDH) bir enzimatik alt birimidir
(Thelen et al., 1999). PDH kompleksinin E2 birimini temsil eden DLAT, piirivatin
oksidatif dekarboksilasyonu tarafindan tiretilen asetil gruplarinin Asetil Koenzim A’y1
olusturmak tizere Koenzim A’ya iletimini kataliz eder (Thelen et al., 1999). Yapilan
deneyler sonucunda kuproptoz olarak adlandirilan bakir bagimli hiicre 6liim yolaginin,

hiicre i¢i artan bakir konsantrasyonlarmin lipoillenmis DLAT proteinlerinin
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agregasyonunu arttirarak proteo-toksisite olusturdugu ve sonugta hiicreleri 6liime sevk
ettigi bir mekanizmaya sahip oldugu goriildii. Ayrica arastirmacilar tarafindan
FDX1’in DLAT lipoilasyonundan &te Fe-S kiime proteinlerinin olusumunu da
azalttigin1 ifade edildi. Fakat Fe-S kiime proteinlerinin kuproptotik hiicre ¢liimiine

dahil olup olmadigi belirlenmedi (Tsvetkov et al., 2022).
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Sekil 2.9. Kuproptoz mekanizmasi (Y. Wang, Zhang, & Zhou, 2022)

Elesklomoliin dahil oldugu bakir kaynakli hiicre 6lim mekanizmasmin
elesklomol olmadan dogal olarak artan hiicre i¢i bakir konsantrasyonu ile meydana
gelip gelmedigi de arastirmacilar tarafindan arastirildi (Sekil 2.10). Insan embriyonik
bobrek hiicrelerinde bakir tastyict SLC31A1 geninin ifadesi artirildi (hiicre i¢i bakir
konsantrasyonlari artt1) ve bu kosullar altinda da kuproptotik 6liimiin meydana geldigi
goriildii. Ayrica ATP7B geninin susturulmasi ile olusturulmus fare Wilson hastaligi

modelinde de artan hiicre i¢i bakir konsantrasyonlar ile birlikte farelerde kuproptotik
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oliim meydana geldi. Bu sonuglar ile birlikte Tsvetkov ve arkadaslari tarafindan hiicre
icerisinde artan bakir konsantrasyonlariin proteo-toksisiteye neden olarak hiicreleri
oliime sevk ettigi yeni bir bakir toksisitesi tiirii olarak kuproptoz hiicre 6liim yolagi

literatiire kazandirild1 (Tsvetkov et al., 2022).

Atp7b”" Fare

o
§5Ic31a1

Nukleus

/ O | Lipoillenmis protein

|  ®a Cs |
| 0 Y Ss | [egregasyonu

\ );\(\ .\‘.,,s\m,,.m

Hepatosit

ATP78B

Sekil 2.10. Dogal kosullarda kuproptoz yolag: (L. Chen et al., 2022).

2.3.3.1. Kuproptoz ile iliskili Genler
FDX1

FDX1 geni insanlarda 11. kromozomda konumlanan ve Fe-S kiimesi
barindiran bir Fe-S proteinini kodlayan gendir (Mi Yang et al., 2022). FDX1 geni
tirtinleri Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat (NADPH)’dan aldig1 elektronlar1
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sitokrom p450’ye aktarrr ve ayrica rediiktaz aktivitesi ile Cu*? iyonlarmi Cu*!
iyonlarma indirger (Tsvetkov et al., 2019; Mi Yang et al., 2022). FDX1 geni {iriinii,
mitokondri i¢inde bakirin elesklomolden salinimia aracilik eder (Zulkifli et al., 2023).
Kuproptoz mekanizmasinda FDX1 anahtar bir gendir (Tsvetkov et al., 2022). Cu*?
iyonlarmn1  indirgemenin yam1 swa FDX1 gen drini DLAT proteininin
lipoilasyonundan sorumludur ki bu olay bakir iyonlarmin DLAT’a baglanmasi ve
proteo-toksisite sonucu hiicre 6liimii tesviki i¢cin gereklidir (Tsvetkov et al., 2022).
Fakat kuproptoz mekanizmasini sunan arastirmacilar FDX1 gen {riiniinlin DLAT

lipoilasyonuna hangi yollar ile dahil oldugunu bildirmemistir.
LIPT1

Lipoiltransferaz 1 (LIPT1) geni lipoik asidin proteinlere eklenme
mekanizmasinda (Lipoilasyon) gorevli olan Lipoiltransferaz 1 proteinini kodlayan
gendir (Habarou et al., 2017). Bu gen insanlarda 2. Kromozomda lokalizedir (National
Center For Biotechnology Information, 2023). LIPT1 geninin kuproptoz mekanizmasi

icin 6nemli bir gen oldugunda dair kanitlar mevcuttur (Tsvetkov et al., 2022).
LIAS

Lipoik asit sentetaz (LIAS) geni insanlarda 4. kromozomda bulunan ve lipoik
asit sentetaz proteinini kodlayan gendir (National Center For Biotechnology
Information, 2023). Mitokondride lokalize olan LIAS gen iiriinii bir Fe-S kiime
proteinidir ve lipoik asit biyosentezinin son adimini katalizleme gorevine sahip lipoik
asit yolag1 proteinidir (Hendricks, Wachnowsky, Fries, Fidai, & Cowan, 2021).
Kuproptoz mekanizmasini sunan arastirmacilar FDX1 ve LIAS geninin silinmesi ile
bakir aracili hiicre 6liimiiniin azaldigina dair kanitlar elde etmistir (Tsvetkov et al.,
2022). Buna gore LIAS kuproptoz mekanizmasi ile iliskilendirilen énemli bir gen

olarak ifade edilir.
DLD

Dihidrolipoil dehidrojenaz (DLD) geni insanlarda 7. kromozomda bulunur
(National Center For Biotechnology Information, 2023). Bu gen glikoliz ile TCA
dongiisiiniin kesisimi olan, pirlivatin asetil koenzim A’ya doniisiim reaksiyonunu
katalize eden PDH kompleksinde bulunan dihidrolipoil dehidrojenaz proteini kodlar

(Duarte et al., 2021). Bu protein PDH kompleksinin E3 birimini temsil eder (Duarte et
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al., 2021). DLD geninin kuproptoz mekanizmas ile iligkili bir gen olduguna dair
kanitlar mevcuttur (Tsvetkov et al., 2022).

DLAT

Dihidrolipoamid S-asetiltransferaz (DLAT) geni insanlarda 7. Kromozomda
bulunur ve piriivat dehidrojenaz kompleksinin E2 bilesenini temsil eden proteini
kodlar (Thelenetal., 1999) DLAT geni kuproptoz mekanizmasi i¢in anahtar bir gendir
(Tsvetkov et al., 2022). Kuproptozda DLAT’ mn lipoik asit modifikasyonu oldukga
onemlidir ¢linkii bakir iyonlarinin DLAT’a baglanmas1 icin DLAT lipoilasyonu
gereklidir (Tsvetkov et al., 2022). Bakir aracili hiicre 6liimiiniinde meydana gelen
proteo-toksisitenin olusumu icin lipoillenmis DLAT m bakir tesvikli agregasyonu
kuproptotik hiicre 6liimiinde DLAT’1in 6nemini gozler oniine serer (Tsvetkov et al.,
2022).

PDHAl

Piruvat dehidrojenaz E1 alt birim alfa 1 (PDHA1) geni insanlarda X
kromozomunda bulunur (National Center For Biotechnology Information, 2023).
Pirtivat dehidrojenaz kompleksinin E1 birimi (piriivat dehidrojenaz) a ve B olmak
tizere iki alt birimden olusan bir heterodimerdir (Lei et al., 2022). PDHAL geni ise E1
alfa 1 alt birimini kodlayan gendir (Duarte et al., 2021). PDHAL geninin kuproptoz ile
iliskili bir gen oldugu ifade edilmektedir (Tsvetkov et al., 2022).

PDHB

Piruvat dehidrojenaz E1 alt birim beta (PDHB) geni insanlarda 3. Kromozomda
bulunur ve piriivat dehidrojenaz E1 biriminin beta alt birimini kodlar (Brown et al.,
2004). Kuproptoz mekanizmasini sunan arastirmacilar yaptiklar: deneyler sonucunda
PDHB geninin kuproptozla iliskili olduguna dair kanitlar elde etmistir (Tsvetkov et
al., 2022).

SLC31Al1

(Cozilinen tasiyict aile 31 tiye 1 (SLC31A1) insanlarda 9. kromozomda bulunur
ve 5 ekzondan olugur (Wee et al., 2013). Bu genin iiriinii olan SLC31A1 proteini bakir
iyonlarmim hiicre i¢i ortama transferinden sorumlu bir transmembran proteinidir (Ge
et al., 2022). Bakir aracili hiicre 6liimiiniin elesklomolden bagimsiz olarak fizyolojik

kosullarda artan bakir birikimi ile de meydana gelip gelmeyeceginin arastirilmasi
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sonucu SLC31A1 geninin kuproptoz ile iligkili bir gen oldugu anlagilmstir.
Arastirmacilar insan embriyonik bobrek hiicrelerinde SLC31Al1 gen ifade
diizeylerinin arttirilmasi ile kuproptotik 6liim arasindaki paralel iligskiyi kesfetmistir
(Tsvetkov et al., 2022). Bu bulgular SLC31A1’in bakir aracilt hiicre 6liim seklinde rol

oynayan bir gen oldugunu ispat eder niteliktedir.
ATP7B

ATPaz bakir tasiyan beta (ATB7B) geni bakir iyonlarinin hepatositlerden
thracatin1 saglayan ATP7B transmembran proteinini kodlar ve insanlarda 13.
kromozomda bulunur (J. Chen et al., 2020). ATP7B genindeki mutasyonlar otozomal
resesif bakir bagimli kalitsal bir hastalik olan Wilson hastalifmin olusumundan
sorumludur (Ala et al., 2007). Kuproptoz mekanizmasini sunan arastirmacilar ATP7B
geninin susturulmasi ile olusturduklar1 Wilson farelerinde de artan hiicre i¢i bakir
konsantrasyonlari ile birlikte elesklomoliin tesvik ettigi hiicre 6liim yolagina benzer
sekilde hiicre 6liimlerinin meydana geldigi gozlemlemistir (Tsvetkov et al., 2022).
Buna gore ATP7B geni kuproptozu baskilan bir gen olarak kuproptoz ile
iliskilendirilebilir.

Kuproptoz yolagi ROS olusumu disinda bakir toksisitesi i¢in yeni bir fenomen
olarak degerlendirilebilir. Kronik bakir maruziyetinin toksik bir sonucu olarak ROS
birikiminin meydana geldigini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir fakat kronik bakir
maruziyeti ve kuproptoz yolagmin iliskilendirildigi herhangi bir ¢alisma mevcut
degildir. Bu ¢aligmada kronik bakir maruziyetinin kuproptoz yolagi {lizerine etkileri
arastirilmasi amacglanmistir ve bu amag¢ dogrultusunda kuproptoz i¢in anahtar gen
olarak bildirilen FDX1 geni ve bakir iyonlarmnin hiicreye alimi noktasinda goérevli
transmembran proteini kodlayan SLC31A1 geni ifade diizeyleri Olgiilmek {iizere

sec¢ilmistir.
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3. YONTEM

3.1. Calisma Grubu Se¢imi ve Serum Orneklerinin Eldesi

Kronik bakir maruziyetinin kuproptoz yolagi {lizerine etkilerinin
degerlendirilmesi amaciyla gerceklestirilen bu ¢alismaya oncelikle en az 10 yil siire
ile bakir agir metaline maruz kalmig 26 goniilli birey (Maruziyet Grubu) ve
demografik 6zellikler agisindan eslestirilmis, herhangi bir agir metal maruziyet oykiisii
bulunmayan 26 goniillii birey (Kontrol Grubu) dahil edildi. Bireyler ¢alismaya dahil

edilirken asagida yer alan dahil edilme kriterleri g6z oniinde bulunduruldu:
Maruziyet Grubu;

. Kronik olarak bakir agir metaline maruz kalmis olmak (Bakir madent,

bakir isleme tesisi vb. calismig/calisiyor olmak)

. 30-60 yas araliginda olmak (Bakir madeninde g¢alisan/calismis isgi
popiilasyonu)

. Erkek olmak (Bakir madeninde ¢alisan/calismis is¢i popiilasyonu)

. Agir metal maruziyeti baglamadan 6nce herhangi bir hastalik teshisi

almis olmamak

Kontrol grubu;

. 30-60 yas araliginda olmak (Demografik 6zelliklerin ortiismesi i¢in)
. Erkek olmak (Demografik 6zelliklerin Ortiismesi igin)
. Kronik olarak bakir agir metaline maruz kalmamis olmak (Bakir

madeni, bakir isleme tesisi vb. ¢calismig/calisiyor olmamak)
. Herhangi bir hastalig1 bulunmamak

Caligma popiilasyonunu olusturacak kisi sayisi benzer ¢alismalar dikkate
almarak %95 giiven (1-a)), %95 test giicli (1-p), d= 1.0202556 etki biiyiikliigii ile

kontrol grubu da dahil minimum 52 olarak belirlendi.

Calismaya dahil edilme kriterlerine uyan toplam 52 goniillii bireyden Cayeli
Devlet Hastanesi Bashekimi izninde ve kontroliinde, etik kurul izinleri ¢er¢evesinde
Cayeli Devlet Hastanesi’nde 5 ml kan 6rnegi alindi. Her bir goniillii ‘Bilgilendirilmis

Goniilli Olur Formu’ imzas1 kapsaminda kendi rizalar1 dogrultusunda ¢aligmaya dahil
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oldu. Caligmaya dahil edilen bireylerden demografik 6zelliklerini belirlemek adina

goniillii bilgi formu doldurulmasi istendi.

Alinan kan 6rnekleri 10 dk. 13.000 rpm’de santrifiij islemine tabi tutularak
serum Ornekleri elde edildi. Elde edilen serum drnekleri Ondokuz Mayis Universitesi
Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali laboratuvarina ulastirilmadan once yaklasik 24 saat
boyunca -20°C’ de ve iki kurum aras1 yolculuk mesafesi boyunca ise yaklasik 5 saat
boyunca buz bloklar yardimiyla +4°C’ de muhafaza edildi. Test laboratuvarina
ulastirilan serum 6rnekleri RNA izolasyonu adimi gergeklestirilinceye kadar -80°C’de

saklandi.

Bu ¢alisma Ondokuz Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
yonergesine gore 14.12.2022 tarihli Etik Kurulunda incelenmis ve amag, gerekee,
yaklagim ve yontem etik agcidan uygun bulunmustur (Karar No: 2022/528) (Bkz: Ek
1).

3.2. Serum Orneklerinden RNA Izolasyonu
Serum oOrneklerinden total RNA izolasyonu igin miRNeasy Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Almanya) kullanildi. Kit protokoliine gore gergeklestirilen RNA izolasyonu

prosediiriinde asagida yer alan adimlar takip edildi:

. -80°C’de muhafaza edilen serum 6rnekleri oda sicakliginda ¢ozdiiriildii

ve ardindan 600 pl serum 6rnegi 2 ml’lik eppendorf tiiplerine transfer edildi.

o 600 pl serum 6rneginin iizerine 700 ul QlAzol liziz reaktifi eklendi.

. Ornekler sirmgadan gegirilerek homojenize edildi ve islem 10 kez
tekrar edildi.

o Homojenize olan 6rnekler oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

o Orneklerin iizerine 140 ul kloroform eklendi ve kloroform eklenmis

ornekler 15 saniye boyunca manuel olarak hizlica karistirildi.
J Ornekler oda sicakliginda 2-3 dakika inkiibe edildi.
J Ornekler 13.000 rpm’de, 4°C’de 15 dakika santrifiij uyguland.
J Santriflij isleminin ardinda olusan tiist faz 2 ml’lik yeni bir eppendorf

tiipiine aktarildi.

o Orneklerin iizerine 1,5 hacimde %2100 etanol eklendi ve pipetaj
yapilarak karistirildi.
o Ornekler kit icerisinde bulunan RNeasy Mini spin kolonlarma aktarildi.
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o Ormneklere 10.000 rpm’de oda sicakhiginda 30 saniye santrifiij
uygulandu.

o Kolonun toplama tiipiine gegen sivi (flow through) atildi ve toplama
tiipii tekrar kolona gegirildi.

o Kolonda bulunan 6rneklerin tizerine 700 ul RWT Tamponu eklendi.

o Orneklere 10.000 rpm’de 30 saniye santrifiij uyguland.

. Kolonun toplama tiipiine gecen sivi (flow through) atildi ve toplama
tiipli tekrar kolona gegirildi.

. Kolonda bulunan &rneklerin tizerine 500 ul RPE Tamponu eklendi.

o Orneklere 10.000 rpm’de 30 saniye santrifiij uygulandi.

. Kolonun toplama tiipiine gecgen sivi (flow through) atildi ve toplama
tiipti tekrar kolona gegirildi.

o Kolonda bulunan 6rneklerin iizerine bir kez daha 500 ul RPE Tamponu
eklendi.

. Orneklere 10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij uygulandi.

. Toplama tiipleri tiiplerine gegen sivi (flow through) ile beraber atild1.

o Orneklerin bulundugu RNeasy Mini spin kolonlar1 yeni toplama
tiiplerine eklendi.

. Orneklere 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij uygulandu.

o Orneklere 30 ul RNaz bulunmayan su eklendi (RNaz Free Water).

. Orneklere 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij uygulandu.

. Ornekler yogunlastirild: (Toplama tiipiinde kalan sivi tekrar kolunun
membranina eklendi).

o Orneklere 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij uygulandu.

. Toplama tiiplerinde ve RNA’larm bulundugu sivi eppendorf tiipiine

alind1 ve cDNA eldesine kadar -2°C’de muhafaza edildi.

RNA izolasyonu ve cDNA eldesi adimlar1 arasinda maksimum 24 saat bulunmaktadir.

3.3. RNA Orneklerinden cDNA Eldesi ve Kalite Olciimii

FElde edilen RNA o6rneklerinden “ABM Good 5X All-In-One RT MasterMix”

kiti kullanilarak ters transkripsiyon yontemi ile komplementer DNA (cDNA) sentezi

gerceklestirildi. Kit protokoliine gore takip edilen adimlar asagidaki gibidir:

. RNA o6rneklerine 7.000 rpm’de 2-3 saniye santrifiij uygulandi.
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o Icerisinde EasyScript™ Revers Transkriptaz (Ters Transkriptaz),
RNaseOFF Riboniikleaz Inhibitérii, RNaz Igermeyen Riboniikleaz Inhibitdrii,
dNTP’ler, Oligo(dT)’ler ve rastgele primerler igeren “ 5X All-In-One RT
MasterMix ” karigima 7.000 rpm’de 2-3 saniye santrifiij uygulandu.

o “6X All-In-One RT MasterMix” karisimmdan 2 pl miktarinda
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tiiplerine aktarildi.

. “5X All-In-One RT MasterMix” karigimi bulunan her bir PCR tiipiine
uygun numarasinda gore 8ul RNA o6rnegi eklendi ve toplam hacim 10 ul’ye
tamamlanda.

. Orneklere 7.000 rpm’de 2-3 saniye santrifiij uyguland.

. Ornekler ters transkripsiyon kosullarina tabi tutuldu ve bu islem icin
GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems, foster City, CA) cihazi
kullanild: (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Revers transkripsiyon reaksiyonu kosullari

Revers Transkripsiyon Reaksiyon Kosullar

Sicaklik (°C) Stire (dk)
25°C 10 dk
42°C 15 dk
85°C 5dk

4°C 1dk

Elde edilen cDNA’larin kalite ve miktar olgtimleri igin spektrofotometre
(Multiscan GO, Thermo Scientific, USA) cihazi kullanildi. Olgiimlerin ardindan
cDNA o6rnekleri gPCR reaksiyonlar1 igin 1/6 oraninda seyreltildi. Ornekler gPCR
admmina kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.4. Real-Time PCR Analizleri

En az on yil siire ile bakir agir metaline maruz kalmig ve ¢alismanin maruziyet
grubunu olusturan 26 birey ve herhangi bir maruziyet ge¢misi bulunmayan ve

caligmanin kontrol grubunu olusturan 26 bireyin serumlarinda kuproptoz ile iligkili

44



FDX1 ve SLC31Al genlerinin ve ayrica Gliseraldehid 3-Fosfat Dehidrogenaz
(GAPDH) geninin ifade diizeyleri Rotor Gene Q (Qiagen, Hilden, Almanya) cihazi
kullanilarak Real-Time PCR (Ger¢ek Zamanli PCR) (gqPCR) analizleri ile
gerceklestirildi. Real-Time PCR uygulamalar1 PCR reaksiyonu devam ederken
sentezlenen DNA miktarinin ayni anda bir monitdr yardimi ile izlenmesini saglar. Bu
teknikte genelde olusan DNA miktarinin saptanmasi adina floresan isaretli problar
veya boyalar kullanir (GUNel & Aydinli, 2009). SYBR Green | boyas: bu amag
dogrultusunda sik kullanilan floresan boyalardan biridir (Giglio, Monis, & Saint,
2003). Sentezlenen DNA miktar1 arttikga monitdrde gozlenen floresan i1gima artar.
Rastgele olusan floresan 1s1manin asildigi nokta ise hedef liriiniin bu esik degeri asmak
icin ka¢ dongii sayist verdigini ifade eder ve bu deger iiriiniin Ct (threshold cycle)
degerini temsil eder (Schmittgen & Livak, 2008) Bu teknik sayesinde hedef niikleik
asit miktar1 veya hedef genlerin ifade diizeyleri tespit edilebilir (Fraga, Meulia, &
Fenster, 2008).

Ifade diizeyleri belirlenmek istenen genler FDX1 ve SLC31A1 icin qPCR
reaksiyonlarinda kullanilmak tizere spesifik primerler secildi (Tablo 3.2). Primer
seciminde literatiirde gergeklestirilmis arastirmalarda kullanilan ve giivenilir sonuglar
elde edilmis primerler tercih edildi. gPCR’da hedef genlerin ifade diizeylerinin
degerlendirilmesi amaciyla kontrol gen olarak GAPDH geni secildi ve GAPDH igin
literatiirde yapilan ¢alismalarda giivenilirligi ispatlanmis gene 6zgli primerler secildi
(Tablo 3.2). GAPDH geni ATP iretimi i¢in glikoliz yolaginda rol oynar ve
“Housekeeping” gen olarak isimlendirilir ve genin ifade diizeyleri farkli dokularda
veya organizmalarda degisiklik gostermeden sabit kalir (Barber, Harmer, Coleman, &
Clark, 2005; Nicholls, Li, & Liu, 2012). Bu 6zelliklerinden 6tiiri GAPDH geni
belirlenen genlerin ifade diizeylerini tespit etme arastirmalarinda yaygin olarak

kullanilan bir kontrol gendir (Barber et al., 2005).
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Tablo 3.2. ifade diizeyleri belirlenen genlerin primerleri

Primerler
Genler Forward Primer (ileri Primer)  Revers Primer (Geri Primer)
5'->3 53
FDX1 TTTGGTGCATGTGAGGGAA GGCATCAGCCACTGTTTCA
SLC31A1 TGACCTTCTACTTTGGCTTTA GCTGACTTGTGACTTACGC
GAPDH TCAAGGCTGAGAACGGGAAG CGCCCCACTTGATTTTGGAG

Referanslar

(Pan et al.,
2022)

(Pan et al.,
2022)

(Dahn, Dean,
Jo, Coyle, &
Marcato,
2021)

gPCR analizleri i¢in RT-SYBR Green gqPCR kiti kullanildi. Tablo 3.3’te

verilen gPCR karisimi kit protokoliine gore hazirland1 ve ardindan karigima 7000

rpm’de 1-2 saniye santrifiij uygulandi. qPCR reaksiyon kosullar1 Tablo 3.4’de

gosterildigi lizere uygulandi.

Tablo 3.3. gPCR reaksiyonu bilesenleri

gPCR Reaksiyonu Bilesenleri

Hacim (pl)
Bright Green gPCR Master Mix 5pul
Gene ozgii ileri primer (Forward primer) 0,3 ul
Gene o6zgii geri primer (Revers primer) 0,3 ul
Niikleaz icermeyen saf su 3,4 ul
cDNA 1ul
Toplam Hacim: 10 pl
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Tablo 3.4. gPCR reaksiyon kosullari

Islem Sicaklik (°C) Siire Dongii
Enzim Aktivasyonu 95°C 10 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 15 saniye

40
Uzama 60°C 60 saniye

3.5. Istatistiksel Analiz

FDX1 ve SLC31ALl genlerinin ifade diizeylerinin degerlendirilmesi amaciyla
2°ACt formiilii uygulandi. Buna gére qPCR reaksiyonu sonucu elde edilen Ct (cycle
threshold) degerleri ile referans gen olan GAPDH geninin Ct degeri arasindaki farkin
alinmasi ile degerler normallestirildi ve bu degerler formiilde ifade edilen ACt degerini
verdi. Burada ifade edilen Ct degerleri numunelerin esik degeri gegmesi igin gerekli
olan dongii sayismi ifade eder ve esik degeri gecmek tlizere daha az dongii sayisina
ihtiya¢ duyan numunenin ifade diizeyi daha yiiksek olarak degerlendirilir. Formiil
sonucu elde edilen degerler bakira maruz kalan bireyler ve kontrol grubu arasinda,
bahsi gecen genlerin ifade diizeylerinin istatistiki analizlerinin yapilmasi amaciyla ve
gen ifade diizeylerinin istatistiksel olarak demografik 6zellikler agisindan

karsilastirilmas1 amaciyla kullanildi.

Formiil 3.1. 2" Formiili

2- ACt (Hedef gen Ct degeri - Referans gen Ct degeri )

Istatistiki analizler SPSS 21 (IBM software, Pointe Claire, Quebec, Kanada)
programu ile gerceklestirildi. Ornek sayis1 30’un iizerinde oldugundan 6tiirii normallik
testlerinde  Kolmogorov-Smirnov testi kullanildi. Ornekler normal dagihim

gostermediginden Otiirli parametrik olmayan testler kullanildi ve iki bagimsiz grup
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ortalama karsilagtrma testlerinde Mann-Whitney U testi uygulandi ¢oklu
karsilastirmalarda ise Kruskal-Wallis testi uygulandi. Korelasyon analizlerinde ise
ornekler normal dagilima sahip olmadigindan &tiirii Spearman testi uygulandi. Tim
istatistiksel analizler p<0,05 anlamlilik diizeyinde ve %95 giiven araliginda

degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Goniillii Popiilasyonu

Katilimeilarin 26°s1 bakir agir metaline kronik olarak maruz kaldig: diistiniilen
maruziyet grubunu olusturdu ve bu bireyler bir bakir madeninde en az 10 yil stire ile
calisan veya calismis bireyleri kapsadi. Bakir madeninde bulunan yer alt1 ve yer tistii
maden c¢aligma kosullar1 dikkate alindiginda ¢alismaya dahil edilen 26 bireyin de bakir
madeni yer alt1 kosullarinda ¢alisma gegmisi oldugu goriildii. Bununla beraber sadece
yer alti kosullarinda ¢alisan bireyler c¢alisma grubunun %:65,38’ini olusturdu.

Bireylerin demografik 6zelliklerine Tablo 4.5’de yer verildi.

Tablo 4.5. Demografik 6zellikler

v Calisma Gruplari
Demografik Ozellikler

Maruziyet Grubu Kontrol Grubu

Kisi Sayisi (n) n=26 n=26
Yas Ortalamasi 44,15 + 5,55 44,80 + 8,37
Sigara Kullanimi %53,84 %50
Alkol Kullanimi %0 %3,84
Ortalama Maruz Kalma Siiresi (Yil) 15,37 + 3,34 -

Aktif Calisan %57,69 -
Calisma Durumu

Aktif Calismayan
Galismay %42,30 R

Ortalama + Standart Sapma
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4.2. ¢cDNA Olciim Sonuclar

cDNA Kkalite 6lgtimlerinde A260/A280 degerleri dikkate alindi ve kaliteli
olarak nitelendirilecek cDNA A260/A280 degerinin 1,8 olmasi beklendi (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. cDNA konsantrasyon ve kalite 6l¢tim sonuglari

Calisma Gruplar

Ornek Numarasi Maruziyet Grubu Kontrol Grubu

Konsantrasyon  A260/A280 Konsantrasyon  A260/A280

(nm/ml) (nm/ml)
1 1293 1,680 2470 1,741
2 1236 1,684 1525 1,797
3 2672 1,710 1559 1,705
4 899,7 1,683 1741 1,692
5 2027 1,786 1378 1,703
6 1764 1,694 1269 1,705
7 2150 1,645 1365 1,677
8 1807 1,785 1763 1,778
9 1630 1,799 1335 1,794
10 1619 1,695 1434 1,664
11 1658 1,696 1345 1,779
12 2001 1,688 2042 1,662
13 2152 1,683 1684 1,773
14 1513 1,697 1358 1,765
15 1518 1,795 1469 1,700
16 1468 1,706 1589 1,786
17 1632 1,703 1319 1,697
18 1779 1,794 1237 1,774
19 1710 1,696 1871 1,781
20 1476 1,706 1549 1,778
21 1512 1,701 1498 1,682
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22 1420 1,704 1476 1,694

23 2224 1,672 1417 1,776
24 1261 1,666 1604 1,672
25 1269 1,684 1216 1,700
26 1279 1,708 1578 1,682

4.3. Gen ifade Diizeyleri Sonuclari

FDX1, SLC31A1 ve GAPDH genlerinin ifade analizlerinden elde edilen Ct
degerleri Tablo 4.7°de yer almaktadir.

Tablo 4.7. gPCR sonucu elde edilen Ct degerleri

FDX1 Ct Degerleri SLC31A1 Ct Degerleri GAPDH Ct Degerleri
Ornek
Numarasi
Maruziyet Kontrol Maruziyet Kontrol Maruziyet Kontrol
Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu
1 30,22 37,29 45,63 29,57 27,82 26,41
2 29,72 28,82 30,86 28,65 26,55 24,44
3 31,79 29,82 43,96 32,52 29,21 26,08
4 29,40 27,65 28,75 31,05 27,60 24,88
5 30,32 30,61 28,77 29,11 25,78 25,01
6 28,64 46,51 28,31 28,65 26,95 24,96
7 30,92 37,76 28,29 32,66 27,17 27,34
8 31,97 36,00 32,12 31,56 27,76 28,88
9 30,00 25,02 31,28 35,18 25,80 29,10
10 28,05 45,77 30,52 44,11 26,33 27,95
11 27,57 35,09 31,36 30,99 27,16 30,30
12 27,62 43,98 28,30 45,30 25,84 28,08
13 27,53 31,50 29,10 29,89 27,90 36,02
14 28,25 31,76 29,57 30,80 27,93 29,35
15 37,16 31,25 44,72 38,00 29,80 28,80
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16 27,77 33,86 217,70 31,59 28,32 29,62

17 32,78 38,74 29,69 31,19 26,52 26,33
18 28,99 29,65 28,33 44,14 28,66 27,19
19 31,19 47,94 26,63 31,98 25,55 29,68
20 26,34 20,49 30,46 30,21 25,90 27,45
21 36,25 20,39 31,17 30,81 29,61 28,08
22 23,50 39,54 30,77 30,06 28,62 28,31
23 26,03 44,71 28,96 30,36 26,00 28,73
24 30,63 22,58 30,72 30,36 28,05 26,77
25 28,65 29,09 21,58 29,01 28,61 26,08
26 29,26 28,93 30,42 28,51 27,28 27,26

Yapilan istatistiksel analizlerin sonucunda maruziyet grubunda kontrol
grubuna kiyasla FDX1 ifade diizeylerinin anlamh diizeyde (p<0,05) azaldig1 goriildii.
SLC31A1 ifade diizeylerinin ise maruziyet grubunda kontrol grubuna kiyasla arttigi
goriildii fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli kabul edilmedi (p>0,05) (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. FDX1 ve SLC31Al genlerinin ifade diizeylerinin maruziyet ve kontrol

grubu arasinda kiyaslanmasi
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Calismanin maruziyet grubunu olusturan bireyler bakir madeninde ¢alismis ve
hali hazirda galisan bireyleri kapsamaktadir. FDX1 ve SLC31A1 ifade diizeylerinin
aktif olarak ¢alisan bireyler ve dnceden calismis bireyler arasinda karsilastirmalar1
yapild1 ve aktif olarak calisan bireylerde hem FDX1 hem de SLC31A1 ifade diizeyleri
calismayan bireylere kiyasla diisiik bulundu fakat her iki deger de istatistiksel olarak
anlamli1 degildi (p>0,05) (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Bakir madeninde aktif calisan bireyler ve onceden g¢alismis bireyler
arasinda FDX1 ve SLC31Al1 ifade diizeylerinin karsilastiriimasi

Bakir madeninde ¢alismig/calisan bireylerin ¢aligma siireleri agisindan FDX1
ve SLC31A1 ifade diizeyleri degerlendirildi ve gen ifade diizeyleri 15 yil ve alt1
caligsma siiresine sahip bireylerde 16 y1l ve iistii ¢alisma siiresine sahip bireylere kiyasla

diisiik bulundu fakat bu fark istatistiksel anlamlilik ifade etmedi (p>0,05) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Bakir madeninde caligmis/calisan bireylerin c¢alisma siiresi agisindan

FDX1 ve SLC31AL1 ifade diizeylerinin karsilastirilmasi

Gruplar arasinda sigara igme durumlar1 agisindan karsilastirmalar yapildi.
Buna gore bireyler kontrol grubunda sigara igenler (Sigara+(Kontrol)), kontrol
grubunda sigara igmeyenler (Sigara-(Kontrol)), maruziyet grubunda sigara i¢enler
(Sigara+(Maruziyet)) ve maruziyet grubunda sigara igmeyenler (Sigara-(Maruziyet))
seklinde 4 farkli gruba ayrildi. Gruplar arasinda yapilan ¢oklu karsilagtirmalarda
FDXI1 geni i¢in anlamh diizeyde farkliliklar saptandi (p<0,05). Diger bir taraftan
SLC31A1 geni i¢in gruplar arasinda anlamli farkliliklara rastlanmadi (p>0,05) (Sekil
4.14).
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Sekil 4.14. Sigara igme ve bakir maruziyetinin FDX1 ve SLC31A1 ifade diizeyleri

uzerine etkisi

SLC31A1 ve FDXI1 arasindaki iliski arastirildi. 52 6rnek arasinda yapilan
korelasyon analizi sonucunda SLC31Al ve FDX1 arasinda pozitif yonde diisiik
korelasyon saptandi (r=0,178) fakat bu deger istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0,05). Yalniza kontrol grubunda FDX1 ve SLC31A1 iligkisine bakildiginda ise iki
gen arasinda korelasyon bulunamadi (r=0,004). Maruziyet grubunda yapilan
korelasyon analizleri sonucunda ise FDX1 ve SLC31A1 arasinda orta diizeyde pozitif
korelasyon saptand1 (r=0,334) ve bu deger anlamlilik degerine oldukg¢a yakindi
(p=0,055) (Sekil 4.15).

Tiim gruplarin dahil edilmesi ile (maruziyet grubu, kontrol grubu) 52 6rnekte
gen ifade diizeyleri ve yas arasindaki korelasyon degerlendirildi ve FDX1 ifade diizeyi
ve yas arasinda negatif yonde zayif korelasyon saptandi (r=-0,081) fakat bu deger
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). SLC31A1 ve yas arasinda negatif yonde
zayif korelasyon saptandi (r=-0,202) fakat bu deger de istatistiksel anlamlilik ifade
etmedi (p>0,05).
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Sekil 4.15. Maruziyet grubunda FDX1 ve SLC31Al1 gen ifade diizeylerinin

korelasyonu
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5. TARTISMA

Organizmalar yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmek adma bazi eser
elementlere ihtiya¢ duyar. Bakir hiicre igerisinde ¢esitli yolaklarda roller iistlenerek
organizmalar i¢in vazgegilmez olan bu elementlere Ornektir. Hiicre igerisinde
gerceklesen metabolik siireclere dahil olan bakir i¢in bu baglamda enzim kofaktorii
olarak roller tistlenmesi One ¢ikar. Sinyal iletim siirecleri ve biyomolekiil sentezi gibi
stireclere de dahil olan bakir, antioksidan savunmadan ndrotransmiter sentezine kadar
birgok metabolik siiregte 6nemli roller {istlenir (Tsang et al., 2021). Diger bir taraftan
bakir Cu*? ve Cu*! oksidasyon durumlar: arasinda redoks reaksiyonlar: ile degisim
gerceklestirir ve bu 0Ozellik bakirm toksik bir element olarak degerlendirilmesi

noktasinda 6ne ¢ikmaktadir (Tsang et al., 2021).

Hiicre igerisinde degisen bakir konsantrasyonlar1 ¢esitli olumsuz sonuclarla
eslestirilmistir. Bakirin redoks reaksiyonlar1 araciligiyla ROS iireterek oksidatif strese
ve biyomolekiil hasarma sebep olabilmesi buna 6rnektir (Cervantes-Cervantes et al.,
2005). Hiicre icerisinde protein sistemlerince dengede tutulan bakir konsantrasyonlari
bu anlamda olduk¢a 6nemlidir (La Fontaine & Mercer, 2007). Bunun yani sira gidalar,
icme sular1 ve gevresel faktorler vasitasiyla bakir agir metaline maruz kalmak hiicre
ici bakir konsantrasyonlarmi bozarak istenmeyen sonug¢lar dogurur (Gaetke et al.,
2014). Bakir maruziyet vakalar1 daha ¢ok bakir endiistrisinde ¢alisan bireylerde
meydana gelir (Dorsey & Ingerman, 2004). Uzun yillar mesleki alanlarda bakir agir
metaline maruz kalmak, maruz kalan bireylerde oksidatif stres belirteglerinde artisina
sebep olurken ayn1 zamanda DNA hasarmi arttirir ve bu bakirm ROS iiretme kabiliyeti
ile eslesir (Da, 2019; De Olivera et al., 2012; Palus et al., 2005). Bakir maruziyetinin
toksik bir sonucu olarak disiiniilen ROS iiretiminin yani sira hiicrede artan bakir
konsantrasyonlar1 hiicreyi 6liime sevk ederek toksisite sergileyebilir. Hiicre i¢i artan
bakir konsantrasyonu aracili hiicre 6liim yolagi bu noktada bakir toksisitesi igin yeni

bir aday olarak diisiiniilebilir (Tang et al., 2022).

Bu ¢alismada bakir kaynakli hiicre 6liim yolagi olan kuproptozun kronik bakir
maruziyetine yanit olarak devreye girme potansiyelinin degerlendirilmesi amagland:.
Bu amag dogrultusunda ortalama 15 yil bir bakir madeninde ¢alismis veya halihazirda
calisan 26 bireyin ve herhangi bir agir metal maruziyet gegmisi bulunmayan 26 bireyin
serumlarinda kuproptoz ile iliski genler FDX1 ve SLC31A1’in gPCR ile ifade

analizleri gerceklestirildi.
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gPCR sonuglarina gore kontrol grubuna kiyasla bakira maruz kalan bireylerin
serumlarinda kuproptoz i¢in anahtar gen olarak nitelendirilen FDX1 geni ifade
diizeyleri anlamli 6l¢iide diisiik bulundu (p<0,05). Diger bir taraftan bakir iyonlarmin
hiicreye girisi noktasinda gorevli ve kuproptoz ile iliskili SLC31A1 gen ifade diizeyleri
bakira maruz kalan bireylerde kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek ifade diizeylerine

sahipti fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunamadi (p>0,05).

Insanlar iizerinde benzer amaglarla gerceklestirilen bir ¢alisma bulunmamakla
birlikte kronik bakir maruziyetinin tavuk karacigerinde kuproptoz iizerine etkilerinin
degerlendirildigi Zhong ve arkadaslar1 tarafinda 2023 yilinda yapilan calismada
tavuklara diyetle verilen bakir miktarlar ile paralel olarak (11 mg/Kg, 110 mg/kg, 220
mg/kg, 330 mg/kg) tavuk karacigerinde ve serumda MDA seviyelerinin arttig1 ve bakir
maruziyetinin tavuklarda hepatotoksisiteye sebep oldugu bildirildi. Bakir kaynakli
hepatotoksisitenin kuproptoz mekanizmasi ile iligkisine bakildiginda ise 220 mg/kg ve
330 mg/kg dozlarda bakir ile muamele edilen gruplarim serum FDX1 gen ifade
diizeylerinin anlaml diizeyde arttig1 bildirildi. Ardindan 330 mg/kg bakir ile muamele
edilen grupta lipoillenmis DLAT seviyelerinin ve lipoillenmis DLAT agregasyonunun
arttig1 goriildii ve bu sonuglar tavuk karacigerinde bakir maruziyeti kaynakli
toksisitenin kuproptoz ile eslesme olasiligini destekledi (Zhong et al., 2023). Zhang
ve arkadaglar1 tarafindan 2023 yilinda yapilan ¢alismada ise erkek fareler {lizerinde,
mesleki maruziyetten sonra insanlarda bakira maruz kalma noktasinda en 6ne ¢ikan
yol olan igme suyu maruziyeti modeli olusturuldu. Calismanin sonuglarina gore icme
suyu yoluyla bakira maruz kalan farelerde beyin hasar1 meydana geldi ve oksidatif
hasar indiiklendi. Kuproptoz ile iligkili parametrelere bakildiginda ise FDX1 protein
seviyelerinin bakir miktar1 ile paralel olarak azaldigi, DLAT protein seviyelerinin
arttigr goriildii. SLC31A1 protein ifadelerinin ise hiicre igi bakir transferini
kolaylastirmak i¢in arttigi bildirildi. Bu sonuglara gore artan bakir muamelesi ile
azalan FDXI1 protein seviyeleri FDX1’in bir Fe-S kiime proteini oldugu ve kuproptoz
mekanizmasinda Fe-S kiime proteinleri kaybinin meydana geldigi diisiiniildiigiinde,
farelerde bakir maruziyetinin kuproptozu tesvik edebilecegi ihtimali 6ne ¢ikar (Y.
Zhang et al., 2023). Benzer ¢alismalardan elde edilen bulgularin paralelinde sonuglar
elde edilmediginden otiirii bulgular literatiirii destekler nitelikte degildi. Diger bir
taraftan Li ve arkadaslar: tarafindan 2021 yilinda yapilan bir ¢alismada uzun siireli

bakir maruziyetinin domuz testisinde SLC31A1 mRNA ifade diizeylerini arttirdig1
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bildirildi (Yuanliang Li et al., 2021). Bu, ¢alismamizda anlamli 6lgiide olmasa da
bakira maruz kalan bireylerde kontrol grubuna kiyasla artan SLC31A1 gen ifade
diizeyi sonuglar1 ile paraleldi. Craig ve arkadaslari tarafindan 2009 yilinda yapilan
calismada Zebra baliginda su kaynakli bakir maruziyeti sonucu baliklarin
solungaglarinda ve bagirsaklarinda SLC31A1 ve DMT1’i kodlayan genin (SLC11A2)
ifade diizeylerinin kontrole kiyasla arttigi goriildic (Craig, Galus, Wood, &
McClelland, 2009). Bu da SLC31A1 6zelinde ¢alisma sonuglari ile paraleldi.

Hiicre dig1 bakir miktarinin artmasi ile birlikte asir1 bakir alimini 6nlemek i¢in
SLC31AT’in vezikiiller endositozu meydana gelirken, hiicre dig1 bakir miktarindaki
azalma ile birlikte plazma zarindaki SLC31Al seviyelerinin eski haline geldigi
bildirilmistir (Curnock & Cullen, 2020; Lutsenko, 2010). Bu bilgi 151¢inda bakir
maruziyeti sonucu SLC31Al proteininin hiicre i¢ine bakir iyonlarnm alimini
azaltarak bakir homeostaz mekanizmasini devreye soktugu ve kuproptoz tesvikine
engel oldugunu diisiiniilebilir. Craig ve arkadaslarinin zebra baliklar1 izerinde yaptigi
calismada da bu fikri destekler nitelikte sonuglar vardir. Zebra baliginda bakir
maruziyeti ile birlikte SLC31A1 protein ifadesinde azalmalarin yani sira SLC31A1’in
hiicre i¢i bakir alimimnin da azaldig1 goriilmiistiir (Craig et al., 2009). Her ne kadar bu
sonuglar SLC31A1 ifade diizeyleri icin calismamizla paralel sonuglar verse de
bulgularin desteklenmesi adina insanlar 6zelinde c¢alismalarin yapilmasina ihtiyag

vardrr.

Diger bir taraftan bakir madeninde aktif calisan bireyler ve 6nceden ¢alismis
bireyler arasinda yapilan istatistiksel analizler sonucunda FDX1 ve SLC31A1 ifade
diizeylerinin aktif g¢alisan bireylere kiyasla hali hazirda madende ¢alismayan
bireylerde yliksek oldugu goriildii fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0,05). Ayrica bahsi gecen genler bakir madeninde caligma siireleri agisindan
degerlendirildiginde ise ¢alisma siiresi arttik¢a (bakira maruz kalma siiresi) FDX1 ve
SLC31A1 gen ifadelerinin azaldig1 goriildi fakat bu degerler de istatistiksel olarak
anlamlilik ifade etmedi (p>0,05). Sonuglar her ne kadar istatistiksel olarak anlamli
olmasa da kontrol grubuna kiyasla maruziyet grubunda artan SLC31A1 ifade diizeyleri
ile maruziyet grubunda bakir maruziyet siiresi arttikca azalan SLC31A1 ifade
diizeyleri sonuglar1 tutarlilik ifade etmemektedir. Bu bulgularin degerlendirilebilecegi
benzer ¢aligmalara bakildiginda DA ve arkadaslar1 tarafinda 2019 yilinda yapilan

calismada bakir isleme fabrikasinda calisan bireylerde kontrol grubuna kiyasla
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lIokositlerde DNA hasarinin ve oksidatif stres belirteclerinin anlamli diizeyde arttig1
ifade edildi ve caligma siiresi, yas ve sigara igme parametrelerinin DNA hasar1 ile
anlamli iligki sergilemedigi belirtildi (Da, 2019). De Olivera ve arkadaslar1 tarafinda
yapilan benzer bir ¢alismada da bakir izabe tesisi ¢alisanlarinda kontrol grubuna
kiyasla anlamli olarak artan DNA hasar1 bildirildi fakat maruz kalma siiresi ve yas
parametrelerinin DNA hasar1 lizerinde anlamli bir etkisi olmadig: ifade edildi (De
Oliveraet al., 2012). Bu ¢alismada maruziyet grubunda sigara igme durumu agisindan
yapilan degerlendirmelerde sigara igen bireylerde FDX1 ve SLC31Al ifade
diizeylerinin igmeyen bireylere kiyasla yiiksek oldugu fakat bu farkin istatistiksel
olarak anlamli bir deger olmadig1 goriildii. Bu bulgular literatiir ile paralel sonuglar

verdi.

Kontrol grubunda sigara igcme ile FDX ve SLC31A1 ifade diizeyleri
karsilastirildi ve SLC31A1 i¢in anlamli fark bulunmazken (p>0,05) FDX1 ifade
diizeyleri sigara icen bireylerde sigara i¢meyenlere kiyasla anlamli 6l¢iide artti
(p<0,05). FDX1 ifade diizeylerinin en yiiksek oldugu grup kontrol grubunda yer alan
sigara igcen bireylerdi, en diisiik ifade diizeyi ise maruziyet grubunda yer alan sigara
icen bireylere aitti. Tiitlin dumani akciger kanserinin baglamasi ve gelismesi
noktasinda onemli bir ajandir (Lu et al., 2020). FDX1 ve SLC31A1 genleri akciger
kanseri i¢in prognostik belirte¢ olabilecek kuproptoz ile iliskili genlerden ikisidir (Y.
Liu et al., 2022). FDX1 6zelinde kontrol grubunda sigara igen bireylerde artan gen
ifade diizeylerini akciger kanseri {izerinden yorumlamak miimkiin olsa da kanserin
heterojen dogas1 geregi bu gergekgi bir degerlendirme ifade etmez (Z. Chen, Fillmore,
Hammerman, Kim, & Wong, 2014). Diger bir taraftan bakir izabe tesisi ve bakir
madeni c¢aliganlarinda akciger kanseri riskinin artirdigi bildirilmistir (R. Chen et al.,
1993; Kuratsune et al., 1974). Bu bilgi 1s18inda bulgular yiizeysel bir yaklasimla
degerlendirmeye alindiginda ise hem maruziyet grubunda sigara igen bireylerde
icmeyenlere kiyasla azalan FDX1 ifade diizeyleri hem de genel tabloda maruziyet
grubunda kontrol grubuna kiyasla azalan FDXI1 ifade diizeyleri bu yaklasimi

desteklemez.

Tsvetkov ve arkadaslar1 kuproptoz i¢in anahtar gen FDX1’in yani sira
SLC31A1’inde kuproptoz ile iliski oldugu ifade etti. Aragtirmacilar insan embriyonik
bobrek hiicrelerinde SLC31A1 ifade diizeylerini arttirdiklarinda hiicrelerde
kuproptotik Slimiin meydana geldigini gordii (Tsvetkov et al., 2022). Dolayisiyla
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bakir iyonlarinin hiicre igerisine transferini saglayan SLC31A1 proteinlerinin hiicre i¢i
bakir konsantrasyonlarini arttirarak hiicreleri kuproptoza karsi duyarli hale getirdigi
soylenebilir (Tang et al., 2022). Bu ifadelere gore FDX1 ve SLC31A1 ifade diizeyleri
arasinda pozitif bir iliski oldugu anlasilir (Tsvetkov et al., 2022). Calismaya dahil
edilen gruplar1 ayirmaksizin SLC31A1 ve FDX1 ifade diizeyleri arasindaki korelasyon
arastirildi ve genler arasinda diisiik seviyede pozitif (r=0,178) bir korelasyon bulundu
fakat bu deger istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). Yalnizca maruziyet
grubunda yapilan korelasyon analizi sonucunda ise FDX1 ve SLC31A1 genleri
arasinda orta diizeyde pozitif bir korelasyon (r=0,334) oldugu goriildii ve bu deger
anlamlilik degerine olduk¢a yakindi (p=0,055). Diger bir taraftan yalnizca kontrol
grubunda yapilan korelasyon analizinde FDX1 ve SLC31A1 genleri arasinda herhangi
bir korelasyon bulunmadi (r=0,004). Bu sonuclardan yalnizca maruziyet grubunda
yapilan FDX1 ve SLC31Al korelasyon analizi degerlerinin literatiirii destekler
nitelikte oldugu goriildii. Buna gore gen ifade diizeylerindeki artisin iki genin
kuproptozdaki rolii ile iligkili olarak birlikte artma ihtimalinin olast oldugu

degerlendirilebilir.

Bakir her ne kadar yasam i¢in gerekli bir element olsa da kronik bakir
maruziyetinin toksik sonuglar dogurdugu ispatlanmistir. Bu g¢aligmanin dizaynina
benzer sekilde bakira maruz kalma ihtimali yiiksek olan bireylerin dahil edildigi
calismalarda bakir maruziyetinin toksik bir sonucu olarak artan DNA hasarlar1 ve
oksidatif stres artis1 bildirilmistir (Kumar et al., 2016; Shahrokhi et al., 2021). Bu
caligmalar ROS iiretme kabiliyetinin kronik bakir maruziyetinin toksik sonucu
oldugunu ispat eder. Bu ¢aligmada ise bakira maruz kalma ihtimalinin yiiksek oldugu
bakir madeni ¢alisanlarinda kuproptoz ile ilgili genler FDX1 ve SLC31A1’in ifade
diizeyleri arastirilarak bakir maruziyetinin kuproptoz yolagi lizerine etkileri ve
dolayisiyla kuproptozun bakir maruziyeti i¢in yeni bir toksisite mekanizmasi olma

potansiyeli degerlendirildi. Bu ¢aligma bu kapsamda yapilan ilk ¢aligmadir.

Calisma sonucunda caliyma dizaynina uygun olmayan sonuclar elde edildi.
Buna gore kronik olarak bakira maruz kalan bireylerde kuproptoz ile iliskili genlerin
ifadelerinin kontrol grubuna gore artis gostermesi beklenirken bulgular bu yonde
degildi. Maruziyet grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli 6l¢lide azalan FDX1
seviyelerinin nedeni bilinmezken kuproptoz ile iliskili genlerin ifade diizeylerinin

calisma hipotezine gore beklenildigi gibi maruziyet grubunda anlamli 6lgiide
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artmamasinin sebebi, bakir maruziyetinin kuproptotik 6liim yolagini devreye sokacak
diizeyde ve bakir homeostaz mekanizmasini asacak diizeyde toksik olmadigi seklinde

yorumlanabilir.

Calismanin bu kapsamda yapilan ilk ¢alisma olmasindan 6tiirii ve benzer
caligmalarin  eksikliginden otiiri  elde edilen bulgular saghkli diizeyde
degerlendirilemedi. Ayrica FDX1 ve SLC31A1 disinda DLAT, DLS, LIAS, ATP7B
gibi kuproptoz ile iligkili genlerin ¢alismaya dahil edilememis olmas1 kuproptoz ve
kronik bakir maruziyeti iligkisinin degerlendirilmesi noktasinda bir eksiklikti.
Literatiirde kronik bakir maruziyetinin toksik sonucu olarak ispat edilen ROS artiginin
veya kronik bakir maruziyeti tespiti i¢in dogrulugu ispatlanmis bir biyobelirtegin de
calisma kapsamina alinamadigi ve ¢alismaya dahil edilen bireylerin hiicresel diizeyde
bakira maruz kalma durumlarmin ispat edilememis olmasi1 da bir diger smirlayici
noktadir. Bu calismada ¢caligmaya dahil edilen bireylerin goniillii bilgi formunda beyan
ettikleri bilgiler esas alinarak degerlendirilmeler yapilmistir. Her ne kadar bakira
maruz kalma ihtimalinin en yiiksek oldugu bakir madeni g¢alisanlar1 ve madende
calismayan bireyler 6zelinde bir degerlendirme yapilmis olsa da bireylerin yasadiklari
cevre, beslenme sekilleri, ev ortaminda kullanilan esyalar, kullandiklar1 igme sular1
gibi 6zelliklerin degerlendirilmeye alinamamis olmasi da sonuglar1 etkileyebilecek bir
olgu olabilir ve c¢alismanin bir eksikligidir. Ayrica bireylerin klinik 6zellikleri
bilinmediginden otiirii  beklenmeyen sonuglarin yorumlanmasi noktasinda da

eksiklikler dogmustur.

Tim bunlarin 6tesinde kronik bakir maruziyetinin kuproptoz yolagi {izerine
etkilerinin degerlendirildigi ilk ¢alisma olan bu ¢aligma literatiire katkida bulunmustur.
Kronik bakir maruziyetinin ispat edilmis toksik sonuclar1 diisiiniildiiglinde bakir
maruziyetinin toksik sonug¢larinin incelenmesinin 6nemli bir arastirma konusu oldugu

ve bu alanda biiyiik bir bilgi eksikliginin oldugu goériilmiistiir.
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6. SONUC

Kronik bakir maruziyetinin kuproptoz yolagi iizerine etkilerini arastirdigimiz
bu ¢aligmada ortalama 15 y1l bir bakir madeninde ¢alismis/calisan bireyler ve kontrol
grubunda kuproptoz ile iligkili genler FDX ve SLC31A1’in ifade diizeyleri qPCR ile
arastirildi. Calismadan elde edilen sonuglara gore bakira maruz kalan bireylerde
kontrol grubuna kiyasla kuproptoz ile iligki genler FDX1 ve SLC31A1l ifade
diizeylerinde anlamli diizeyde artis gézlenmedi. Aksine FDX1 ifade diizeylerinin

bakira maruz kalan bireylere kiyasla kontrol grubunda anlamli diizeyde arttig1 gortildii.

Bakira maruz kalma siiresi, sigara icme durumu ve yas gibi parametrelerin gen
ifade diizeyleri lizerinde anlamli etkisi olmadig: goriildii. Diger bir taraftan FDX1 geni
ifade diizeylerinde, kontrol grubu 6zelinde sigara i¢en bireylerde igmeyen bireylere

kiyasla anlamli artis tespit edildi.

Iki gen arasindaki korelasyona bakildiginda bakira maruz kalan bireylerde
SLC31A1 ve FDXI1 ifade diizeyleri arasinda pozitif yonde orta diizeyde korelasyon

saptandi1 ve bu deger anlamlilik degerine oldukca yakinda.

Elde edilen biitiin sonuglar birlikte degerlendirildiginde kronik bakir
maruziyetinin kuproptoz yolagi tizerine bir etkisinin olmadigi, FDX1 ve SLC31Al
genlerinin kronik bakir maruziyeti tespiti i¢in uygun biyobelirtegler olmadigi
yorumlandi fakat ¢alismanin eksik yonleri, beklenmeyen ve agiklanamayan sonuglar
hesaba katildiginda sonuglarin dogru bir sekilde degerlendirilmesi adina bu alanda

daha fazla calismanin gerekliligine karar verildi.

Diger bir taraftan bu ¢alismanin kronik bakir maruziyetinin insanlar tizerindeki
toksik etkilerinin degerlendirildigi az sayida calismadan biri oldugu ve kuproptoz
0zelinde bu kapsamda yapilan ilk ¢alisma oldugu diisiiniildiiglinde literatiire degerli
katkilar sagladigi sdylenebilir. Bu alanda yapilacak ¢aligmalar i¢in kaynak niteliginde
olabilecek bu aragtirmada ayrica insanlarda bakir toksisitesinin degerlendirilmesinin

gerekliliginin 6nemi vurgulanmistir.
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