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OZET

Efe U, Florozisli Koyunlarin Karaciger ve Biébrek Dokularindaki Apoptotik ve Oksidatif
Mekanizmalarin  Arastirllmasi. Van Yiiziincii Y1l Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Biyokimya (Veteriner) Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2019. Bu tez calismasi, kronik
olarak flora maruz kalan koyunlarda en ¢ok etkilenen dokular olan bobrek ve karacigerde olusan
hasarin, molekiiler temeli ve nedenlerini apoptotik ve oksidatif yolaklar {izerinden belirlemek amaciyla
planlandi. Bu amagla, endemik florozis gozlenen Van ili Caldiran Ilgesine bagli kdylerde kesime
gonderilmis 4-6 yas araliginda, klinik olarak florozis tamis1 konulan koyunlardan karaciger ve bobrek
dokular1 alind1. Kontrol grubu ise 6zel bir et kesim yerinden, florozis gézlenmeyen kdylerden gelen klinik
olarak saglikli koyunlardan olusturuldu. Hedef genlerin apoptotik ve oksidatif gen ekspresyonlar: gergek
zamanli-PZR yontemi ile belirlendi. Apoptotik genlerin 2-2Csonuglarmin gore, karaciger dokusundaki,
kaspaz 3 ve Bak degerlerinin florozis grubunda azaldigi (p<0.05), kaspaz-9 degerlerinin ise arttig
(p=0.05), bobrek dokusunda ise kaspaz 3 degerlerinde florozisli grupta 6énemli bir artis oldugu, kaspaz 9
ve Bak disindaki biitiin genlerin ise istatistiksel olarak 6nemli oranda azaldigi tespit edildi. Kontrol
genine gore (GAPDH) ise; karacigerde apoptotik genlerden kaspaz-8, kaspaz-9 ve Bim arttig1, kaspaz-3,
Bcl-2, Bak azaldigi, bobrekte ise kaspaz-3, ve Bax’ta artis, kaspaz-8, Bcl-2, Bcl2l-1, Bim ve Bak’ta ise
azalma gosterdigi tespit edildi.Oksidatif stres genlerinin 2-2“'degerlerine gore ise karaciger dokusunda,
CYGBc, GST1 ve NCF genlerinin florozisli grupta 6nemli oranda arttigi, GPx1, SOD1 ve SOD2
genlerinin ise 6nemli derecede azaldigi belirlendi. Bobrek dokusunda; florozili grupta CYGBc ve GPx1
artarken, SOD1, SOD2, GST1, NCF ve CCS ve NOS2 istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig1 tespit
edildi. Sonug olarak; florozisli koyunlarin karaciger ve bobrek dokularinda apoptozis ve oksidatif
mekanizmalarin aktiflestigi ve florozis hastaliginda doku hasarinin molekiiler temelinin anlagilmasindabu
parametrelerin 6nemli roliiniin oldugu ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler:Apoptozis, Florozis, Koyun, Oksidatif stres.



ABSTRACT

Efe U, Investigation of Apoptotic and Oxidative Mechanisms in Liver and Kidney Tissues of Sheep
with Fluorosis. Van Yiiziincii Y1l University, Institute of Health Sciences, MSci. Thesis, Department
of Biochemistry, Van, 2019. This thesis was planned to determine the molecular basis and causes of
damage to kidney and liver which are the most affected tissues in sheep exposed to chronic
fluoridethroughout apoptotic and oxidative pathways.For this purpose, liver and kidney tissues were
obtained from sheep in the age range of 4-6 years diagNOSed as fluorosisclinically.The control group
was consisted of clinically healthy sheep without fluorosis.Apoptotic and oxidative gene expression of
target genes was determined by real qRT-PCR method.According to the 2**C‘results of the apoptotic
genes, it was found that the levels of caspase 3 and Bak in the liver tissue decreased (p<0.05) and
increased caspase-9 values (p<0.05) in the fluorosis group, however, there was a significant increase in
the caspase 3 values in the renal tissue group, and all genes except caspase 9 and Bak decreased
statistically significantly.According to the control gene (GAPDH) was detected thatin the liver, the
apoptotic genes caspase-8, caspase-9 and Bim increased, caspase-3, Bcl-2, Bak decreased, while in the
kidney increased caspase-3, and Bax, caspase-8, Bcl-2, Bcl2l-1, Bim and Bak showed a
decrease.According to the 2-2¢* values of oxidative stress genes, it was determined that CYGBc, GST1
and NCF genes increased significantly in fluorosis group and GPx1, SOD1 and SOD2 genes decreased
significantly.In kidney tissue; CYGBc and GPx1 increased in fluorosis group, while SOD1, SOD2,
GST1, NCF and CCS and NOS2 were found to decrease significantly.As a result; It was shown that
apoptosis and oxidative mechanisms are activated in liver and kidney tissues of sheep with fluorosis
andthese parameters have an important role in understanding the molecular basis of tissue damage in
fluorosis disease.

Key Words: Apoptosis, Fluorosis, Sheep, Oxidative stress.
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1.GIRIS

Flor, tim organik ve inorganik maddelerle reaksiyona girebilen, en reaktif
elementtir. Dogada flor kaynagi olarak; su, deniz drlnleri, bitkiler 6nemli yer
tutmaktadir. Bu kaynaklardan alinan flor, kalsiyum ve SODyum ile bilesik olarak
viicuda absorbe edilir. Dis ve kemiklerin yapisina katilmakta ve uzun sireli maruziyeti
ve yliksek konsantrasyon da bulunmasi dis, kemik ve degisik dokularin zarar gérmesine
neden olmaktadir (Kii¢iikesmen ve Sonmez, 2008; Yur ve ark., 2014; Kurtdede ve ark.,
2017).

Flor, insan ve hayvan saglig1 icin fazlalig1 bircok saglik sorununa yol acan
elementtir. Flor, giinliik hayatta ve endiistriyel uygulamalarda olduk¢a genis kullanim
alan1 bulmaktadir. Dis koruyucu firlinler, antidepresan, kolesterol diisiiriicii ve
antibakteriyel, insektisit gibi amaclarla kullanilan ilaglarin yapisinda yer almaktadir.
Endemik florozis; su veya besin maddeleri yoluyla, flora uzun siire maruz kalinmasi
sonucunda olusur. Flor (florlir), kemik mineral metabolizmasinin homeoztazisini
etkileyerek, kemik dokusu Uzerine harabiyet verici kimulatif bir toksindir (Sanli ve
Kaya, 1995; Choubisa, 1999; Altintas ve ark., 2000; Collins ve Sprando, 2005; Song ve
ark., 2014;Ergin ve Eden, 2017).

Florun vicutta baslica atilma yolu bobrekler, metabolize oldugu organ ise
karacigerdir. Floroziste, bobrek ve karaciger dokusunun hiicre yapilart zarar
gormektedir. Florun neden oldugu hiicresel mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in bilimsel
caligmalar mevcuttur ve bu calismalarda oksidatif DNA hasari, oksidatif stres ve

apoptozin rolii aragtirllmistir. (Agalakova ve Gusev., 2011; Song ve ark., 2015).

Bu tez ¢alismasi, Van ve ¢evresi i¢in dnemli bir gecim kaynagi olan koyunlarin
ve halk saglig1 acisindan da ayrica dnemli olan endemik florozise bagl olarak olusan
flor toksikasyonun, bobrek ve karaciger dokusunda olusturdugu hasarlarin molekuler
mekanizmalarin aydinlatilmasinda apoptotik ve oksidatif parametrelerin roliinii ortaya

koymak amaciyla planlanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Flor

Kimyasal agidan, halojen (7A grubu) elementleri arasindea yer almaktadir ve
yiiksek elektronegatiflik 6zelligi gostermektedir. Flor, basta su olmak iizere gidalar,
solunum ve c¢esitli iiriinler ile birlikte viicuda alinmaktadir. Flor konsantrasyonu
cevreden cevreye degisebilmektedir. Flor tiim dogal sularda degisen miktarlarda
bulunabilir. Genellikle yer alti sularindaki miktar1 daha fazladir. Dogada aktif bir
element oldugundan, serbest olarak bulunmaz. Flor baglayict mineraler ile bilesikler
formunda (CaF., MgF,, Cas(POa4)sF, NasAlFs, NaF, Alx(SiO4)F2) bulunmaktadir
(Collins ve Sprando, 2005; Agalakova ve Gusev, 2011; Ranjan ve Ranjan, 2015).

2.2. Florun Metabolizmasi

Canlilar suyun yani sira bir¢ok farkli kaynaktan flor bilesiklerini almaktadir.
Flor bilesiklerinin diger kaynaklari, florlu su ile islenmis diger yiyecek ve icecekler,
florlu dis ile ilgili iiriinler, mekanik olarak kemikten ayrilmis etler, ¢ay, tarim ve cesitli
bocek ilaglarinda yer almaktadir (Collins ve Sprando, 2005; Ranjan ve Ranjan, 2015;
Poureslami ve ark., 2016; Zuo ve ark., 2018).

Flor kana gectikten sonra tiim viicuda kolayca yayilir. En yogun olarak kemik ve
dislerde bulunur. Flor kemik lezyonlarinin gelisme déneminde kemikten asir1 miktarda
mobilize olan kalsiyum ve fosforla birleserek idrarla fazla miktarda atilir. Florun
viicuda girisi azaldiktan sonra, kemik ve diste depolanan flor kana gecer ve idrarla atilir
(Blood ve ark., 1983; Collins ve Sprando, 2005; Ranjan ve Ranjan, 2015;Zuo ve ark.,
2018).

Flor atiliminin en 1yi bilinen yolu bobreklerdir ve ¢cok yavas bir hizla atilir. Flor
atilim hizi idrar pH’s1 ile yakindan ilgilidir ve alkali idrardaki flor atilimi1 daha fazla
olur. Insanlarda yapilan calismalarda anne siitiinde bulunan flor miktarinin ¢ok diisiik
oldugu tespit edilmistir. Florun transplasental yolla bebege gecebildigi gosterilmistir
(Blood ve ark., 1983; Collins ve Sprando, 2005; Poureslami ve ark., 2016; Zuo ve ark.,
2018).



Normal biiylime ve gelisme icin gerekli olan 14 element arasinda yer alir. Bltln
doku ve organlarda bulunan florun yaklasik % 95'i inorganik florapatit seklinde iskelet
ve dislerde depolanmaktadir(Aoba, 1997).Apatit yapilarda bulunmasi dolayisi ile iskelet

yapinin ve dislerin olusumuna katilmaktadir (Dhar ve ark., 2009).

Florlu bilesiklerin biyolojik membranlardan gecisi suya benzer bir sekilde
hidrofloriir (HF) noniyonik diffiizyonuyla olur. Florun solunum yollar1 epitellerine
gecirgenligi anyon kanallar1 araciligiyla gerceklesir. Mide gibi asitli ortamda ise
hidrojenle birleserek HF olusturur ve viicuda alinan florun yaklasik %40 bu sekilde
viicuda alinir. SODyum floriir ve SODyum fluorosilikat gibi ¢6ziinebilir flor bilesikleri
sindirim kanalindan ¢ok iyi emilirken diger bilesiklerinm emilimi daha azdir (Collins ve

Sprando, 2005; Barbier ve ark, 2010; Kurtdede, 2017; Zuo ve ark., 2018).

Viicuda ¢esitli sekillerde aliman florlir viicutta birikir. Saglikli yetiskin
bobreklerinde, her giin alinan floriiriin %50 ila 60" atilir. Geri kalan kisim, biiyiik
6l¢iide kemiklerin ve pineal bezin kalsifikasyon dokularinda birikir. Kemikteki floriir

yogunlugu omiir boyu siirekli artar (Aoba, 1997).

Florun konsantrasyonlara bagli olarak, canli organizmalarda enzim
sistemlerinini inhibe ettigi veya sitiimiile ettigi ortaya konmustur (Strunecka ve ark,
2004). Hayvan calismalarina gore, yiiksek konsantrasyonda florun karaciger, bobrek,
beyin ve beyincik gibi yumusak dokularda zararli etkilere sebep olabildigi ve yiiksek
miktarda flora maruz kalma sonrasinda florun santral sinir sisteminde zarara sebep

oldugu bildirilmistir (Ergin ve Eden, 2017).

Florir, yiiksek konsantrasyonlarda toksik olabilmekte ve tureme gibi fizyolojik
fonksiyonlarda, bir takim baz1 zararli etkilere neden olmaktadir.Zaman ve
konsantrasyona bagli olarak NaF uygulanan cesitli in vivo ve in vitro ¢aligmalarda
florun belli konsantrasyonlara kadar hiicre canlilig1 ve artig1 saglarken, daha yiiksek
konsantrasyonun tam tersi bir etki gosterdigi ortaya konulmustur. (Lee ve ark., 2008;
Yang ve ark., 2011; Yang ve ark., 2015; Yiksek ve ark, 2017; Zuo ve ark., 2018).



2.3. Floroazis

Yiiksek miktarda flor alinmasi sonucu sekillenen “Florozis™ flor zehirlenmesi
olarak adlandirilmaktadir (Karagul 2008). Florozis, genellikle uzun siire yiksek dozda
flora maruz kalinmasi nedeniyle kronik olarak goriilmekle beraber, ani olarak yiiksek
seviyelere maruz kalmak suretiyle akut toksisite olarak da gorulebilir. Ani maruz kalma;
bdcek ilaci, dis macunu veya dis iirlinlerinin fazla miktarda yutulmasi gibi durumlarda
gorulebilir. Florozisin ciddiyeti, floriiriin su igerigine ve bu suyun tiiketildigi zamana

baghdir (Altintas ve ark., 2000; Peterson, 2003; Collins ve Sprando, 2005).
2.3.1. Akut florozis

Flor tuzlar igeren bazi insektisitler, pestisitler, antihelmintikler, SODyum florid
tabletleri ve rodentisitlerin fazlaca alinmasi ya da florlu gazlarin solunmasi sonucu
meydana gelen akut florozis nadiren goriilen bir durumdur. Bulanti, kusma, karin agrisi,
ishal, dispne, salivasyon artig1, gozyasi, sik iirinasyon ve viicut 1sisinda diisme ile
karakterizedir. Insanlarda ve hayvanlarda akut flor zehirlenmesinde baslica mide,
bagirsak, akciger, kalp, beyin, bobrek, sinir ve kaslarda florun daglayici, kalsiyumu
baglayici ve enzim sistemlerini baskilayici etkilerine bagli olarak olusan kalsiyum
seviyesinde diisme, potasyum seviyesinde artma ve hiicresel diizeyde kullanilabilir
oksijen azalmasi sonucu ¢esitli bozukluklar ortaya ¢ikabilmektedir (Heifetz, 1984; Sel,
1991; Ko¢ ve Ersan, 2008). Sistemik semptomlar degisken ve siddetli olup 30 dakika
icinde baslamakta ve 24 saat devam edebilmektedir. Akut florozis vakalarinda florun
enzim inhibitorii olarak gdrev yaptigr hiicrede aerobik glikoliz ve selliiler respirasyon
bozulmakta, asidoz sekillenebilmekte, sok, koma ve kardiyak aritmi goriilmektedir.
Oliim, genellikle solunum sistemindeki felg ya da kalp yetmezligi sonucu meydana

gelmektedir (Uslu, 1984).

Akut flor zehirlenmesi ruminantlarda ani istah azalmasi, kilo kayb,
rumenatonisi, halsizlik, tremor, hiperestezi, kollaps, solunum yetmezligi ve oliimle
karakterizedir (Blood ve ark., 1983;Aytug ve ark., 1991).

Akut zehirlenmeler yonunden 6zellikle SODyum floroasetat ve SODyum flor(r
tehlikeli bilesikler olarak kabul edilmektedir. Antihelmintik amaglarla % 4-5



oranlarinda yemlere karistirilarak verilen SODyum floriir siddetli toksik etki
olusturmaktadir. Akut zehirlenmelere yol agacak dlgiilerde alinan SODyum floroasetat
ve SODyum floriir protoplazma ve enzimlerin aktifligini siirekli olarak
durdurabilmektedir. Flor, molekdler diizeydeki etkisiyle lipaz, fosfataz ve kolinesteraz
enzimlerini inhibe ederek olusturdugu metabolik bozukluklar nedeniyle de 6liime yol

acabilmektedir (Sanli ve Kaya, 1995).

Flor kemik hiicreleri lizerine mitoz bdliinme lizerine uyar1 yapmakta ve
kemiklerdeki mineralizasyonu artirmaktadir. Diger taraftan da flor konsantrasyonu belli
bir degerin iizerine ¢iktiginda toksik etki gostermektedir. Yapilan galigmalarda tek
seferde toksik olarak belilenen 5 mg/kg dizeyinde verilen flor toksisiteye neden
olmaktadir. Bir dozda tek seferde 3-5 mg/kg flor alimi ile gastrointestinal semptomlar
ortaya ¢ikmaktadir. Ca, Mg veya Al tuzlarmin verilmesi haricinde belirgin bir tedavisi
yoktur. Bir ¢aligmada 6zellikle kiigiik ¢ocuklarin (6 yasindan kiigiik) az miktarlarda flor
iceren evde kullanilan iirlinleri fazla miktarlarda yutmasi sonucunda muhtemel toksik
doza ulasilabilecegi gosterilmistir. Ornegin, ortalama agirlikta (11,3 kg) 2 yasinda bir
cocuk icin muhtemel toksik doz 57 mg’dir. Bu miktar 1000 ppm florlu dis macununun
57 gr.’inda, 1500 ppm florlu dis macununun 38 gr.’inda, %0,05 SODyum florlu
gargaranin 248 ml’sinde, 1 mg’lik flor tabletlerinin 57’sinde ve %1,23 asidiile fosfat

floriir (APF) jelinin 4,6 ml’sinde bulunmaktadir (Ergin ve Eden, 2017).
2.3.2. Kronik florozis

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), igme sularinda 1.5 ppm’i iist deger olarak kabul
ederek, bunun tizerindeki flor diizeyinin florozise neden olacagini bildirmistir (Fidanci
ve Sel, 2001). Ancak son yillarda yapilan g¢alismalarda florun dokularda birikme

ozelliginden dolay1 her dozda toksik etki gosterebilecegine dair bilgiler mevcuttur.

Kronik florozis hayvanlar i¢in saglik sorunu olarak, hayvansal verimlerde
azalmaya ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Normal kosullarda evcil hayvanlar,
siirekli olarak yem ve sularla birlikte florlu bilesikleri alirlar. Uzun bir siirecte giinliik
olarak alinan flor miktar1 glivenlik diizeyini asacak olursa, florozis olarak bilinen kronik
flor zehirlenmesi ortaya ¢ikmaktadir. Kronik flor zehirlenmesine neden olan flor

kaynaklar1 olarak; endiistriyel tesislere yakin kontamine olmus araziler, yiiksek diizeyde



flor iceren igme sulari, katki maddeleri ve mineral karisgimlar ile flor agisindan zengin
topraklarda yetisen bitkiler yer almaktadir (Sanli ve Kaya, 1995; Choubisa, 1999;
Altintas ve ark., 2000; Peterson, 2003; Collins ve Sprando, 2005).

Kronik florozis idrar, kemik ve dislerdeki flor miktarinda artisla karakterizedir.
Hayvanlarda ilk belirtiler arasinda dis minesindeki lekeli, tebesirimsi lezyonlar ve
asinma, disa dogru kemik biliylimesi (ekzostoz) ve diger kemik degisiklikleri, istahin
azalmasi ile sonuglanan sistemik etkiler yer almaktadir (Heifetz, 1984; Sanl ve Kaya,

1995; Choubisa, 1999; Altintas ve ark., 2000; Collins ve Sprando, 2005).

Yiksek miktarda ve uzun slreli alinmasi kronik florozis tablosunun ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir. Gelisim doneminde ylksek konsantrasyonlarda ve strekli
flor alinmas1 dental florozis ve ileri vakalarda iskeletsel florozis gibi kronik flor
toksisitesine yol acar. Flor insan ve hayvanda kemikteki kalsiyumla yer degistirerek
kemik gelisimini onler. Dolayisiyla osteosklerozis, iskeletsel deformasyon ve biiylime
geriligi meydana getirebilmektedir (Sanli ve Kaya, 1995; Choubisa, 1999; Altintas ve
ark., 2000; Collins ve Sprando, 2005; Ergin ve Eden, 2017).

2.3.3. Tiirkiye’de endemik florozis

Tiirkiye’de florozis hakkinda uzun yillardir yapilmis ve devam etmekte olan
onemli calismalar yapilmistir. Bu calismalar ozellikle veteriner hekimligi ve dis
hekimligi alanlarinda yogunlasmistir. Bu konuda ilk ¢alisma, 1955 yilinda Isparta’da
Prof. Dr. Pertev Ata tarafindan yapilmistir. Bu yorede igme sularinda flor diizeyleri 4,03
ppm olarak tespit edilmistir. Daha sonraki yillar icerisinde, Eskisehir-Kizilcadren, Agri
ili Dogueyazit ilgesi ve koyleri, Van ili Muradiye ve Caldiran ilgeleri ve kdylerinde
(Tendiirek Dagi civar) sularda saptanan yiiksek flor diizeylerine bagl olarak kronik flor
zehirlenmesi olgularina rastlandigi bildirilmistir. Bu bolgelerin birgogunun volkanik bir
yapiya sahip oldugu bildirilmektedir. Flor konsantrasyonunun yiiksek oldugu bu
bolgelerde insan ve hayvanlarda "endemik florozis" goriilmektedir (Fidanci ve ark.,

1994; Akyliz, 1997;Fidanci ve ark., 1998; Agaoglu ve ark., 2007).



2.4. Apoptozis ve Flor

Programlanmis hiicre oliimii olan apoptozis farkli morfolojik karakter ve
enerjiye bagh biyokimyasal mekanizmalarla karekterizedir. Apoptozis normal hiicre
dongiisii, diizenli gelisim ve bagisiklik sisteminin isleyisi, hormona bagli atropi,
embriyonik gelisim ve kimyasal indikli hiicre 6limii gibi gesitli siiregleri igine alan
onemli bir durumdur. Istenmeyen apoptozis (oldukca az veya olduk¢a ¢ok)
norodejeneratif hastaliklar, iskemi hasar, otoimmiin rahatsizliklar ve bircok kanser
iceren pekcok insani sartlarda bir faktordiir. Bir hiicrenin yasamini veya olimiinii
diizenleme kabiliyeti, apoptozun muazzam tedavi edici potansiyeli ile bilinir (Elmore,
2007; Ulukaya, 2007; Kaya ve ark., 2012).

Kaspaz enzim sistemleri, apoptotik hicre 6liminde rol oynayan 06nemli
proteinlerdir. Sistemik olarak inaktif olarak sentezlenen sistein-proteaz enzimlerdir.
Baslatic1 (Kaspaz 2, 8, 9, 10), uygulayict (Kaspaz 3, 6, 7) ve inflamatuar (Kaspaz 1, 4,
5) olarak bilinmektedir (Spierings, 2004; Elmore, 2007; Ulukaya, 2007).

Bcl-2 ailesi iiyeleri tarafindan kontrol edilen mitokondriyal yolak, en 6nemli
hiicre igi apoptoz sinyalleme yolagidir. Bcl-2 ailesi, apoptozdaki c¢ok oénemli bir
diizenleyici faktor grubu olarak, ilgili apoptotik yollardaki kaspazlarin aktivitesini
dolayli olarak diizenleyebilir. Bcl-2 familyasi iyeleri iki gruba ayrilir: pro-apoptotik
proteinler ve anti-apoptotik proteinler. Bax ve Bak gibi pro-apoptotik proteinler,
mitokondriyal membran potansiyelinin kaybina neden olarak apoptozu tetikler. Bcl-2 ve
Bcl-xL gibi anti-apoptotik proteinler, mitokondriyal gecirgenlik gegis gozeneginin
(MPTP'ler:1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) normal gecirgenligini
koruyabilir ve segici olarak Bax'in aktif konformasyonuna baglanarak mitokondriyal
proapoptotik faktoriin salinmmini engelleyebilir. Boylece, anti-apoptosis proteini hiicre

apoptosisini 6nler (Fan ve ark., 2001).

Floriiriin hiicre apoptozu iizerine etkilerini ortaya koymak {iizere caligmalar
yaptlmistir.  Floriiriin, broyler tavuklarmin dalak lenfositlerinde Bcl-2 ve Bax
ekspresyonunu degistirerek apoptozu uyarabildigi (Liu ve ark., 2013), immin sistemde

NaF ile apoptozisin indiiklendigi saptanmistir (Luo ve ark., 2013). Bobrek ve kemik



hiicrelerinde, NaF bagimli hiicre o6liimii tizerinde apoptozisin rolini gdsteren

calismalarda mevcuttur (Yuksek ve ark., 2017).

Bcl-2 geni lenfoblastik 16semide kesfedilen ve programlanmis hiicre 6liimiinden,

hicreleri 6lumden koruyan Bcl-2 gen ailesinden antiapototik bir gendir (Edlich, 2018).

Bcl2-L-1 geni tarafindan kodlanan protein, Bcl-2 gen ailesine aittir. Bu gen
tarafindan kodlanan protein dis mitokondriyal membranda bulunmaktadir. Bu protein,
hiicre apoptozis indiiklemesi potansiyeline sahip olan ROS’larin ve sitokram-c’nin

salinimini kontrol etmekte (Boise, 1993).

Apoptozis regiilatérii olan Bax proteini, Bax geni tarfindan kodlanan bir
apoptotik Bcl-2 gen ailesi iiyesidir. Mitokondriyal voltaja bagli olarak, anyon kanalarin

acilmasini saglayarak, sitokrom-c’nin salinimina neden olmakta (Anonymous 1, 2019).

Cogunlukla Bim olarak adlandirilan protein Bcl-2-like 11 proteini,BCL2L11
geni tarafindan kodlanan bir apoptotik aktordiir (Anonymous 2, 2019).

Bak geni tarafindan kodlanan Bak proteini mitokondri igine yerlesmis bir
apoptozis indukleyicisidir (Kiefer ve ark., 1995).

2.5. Oksidatif Stres ve Flor

Oksidatif stres, hicresel metabolizma, stilfoksit radikali ve hidrojen peroksit gibi
oksidatif ve c¢esitli antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasinin bir sonucudur.
Serbest radikaller, besinlerin oksijen ile yanmasi sonucunda enerjiye doniisiimi
sirasinda meydana gelen reaktif molekillerdir. Reaktif oksijen tirleri (ROS) olarak
bilinen reaktif ara Grtnler, molekiler lipit, protein ve DNA gibi hiicre bilesenlerine
zarar verir. UV 1sinlari, ilaglar, yag oksidasyonu, immiinolojik reaksiyonlar, radyasyon,
stres, sigara, alkol ve biyokimyasal redoks reaksiyonlari gibi pek ¢ok yolla serbest
radikal olusumu gergeklesebilir. Olusan serbest radikaller, aralarinda ateroskleroz, kalp
hastaliklar1, kanser, serebrovaskiiler hastaliklar, diyabet, akut bobrek yetmezlik, akciger
hastaliklari, amfizem, bronsit ve alkolik karaciger hastaliklar1 gibi yaslanmaya bagl
dejeneratif bozukluklarin da yer aldigi patolojik durumlarin olusumuna katkida

bulunurlar. Aerobik (oksijen soluyan) organizmalarda serbest radikal olusumunu



kontrol etmek ve bu molekullerin zararli etkilerine engel olmak icin antioksidan
savunma sistemleri mevcuttur. Antioksidan savunma sisteminin, serbest radikallerin
zararl etkilerini tamamen onleyememesi sonucunda, oksidatif stres olarak adlandirilan

durum ortaya ¢ikar (Ozcan ve ark., 2015; Haas ve ark., 2016).

Yiksek konsantrasyonlardaki florin ER stress ve oksidatif strese neden
olmaktadir. Floriiriin bilinen bir etki sekli de oksidatif strestir. Son yillarda yapilan
caligmalarda, floriiriin pek ¢ok dokuda oksidatif hasara yol agabilecegi bildirilmistir.
Reaktif oksijen tlrleri (ROS) ve serbest radikaller, nérodejeneratif surecler de dahil
olmak tizere bir¢ok hastaligin patogenezinde dnemli bir rol oynamistir. Oksidatif stres,
cesitli hiicre tiplerinde in vitro ve ayni zamanda yumusak dokularda in vivo
gbzlemlenen, florid maruziyetinin bilinen bir etki seklidir ve oksidatif hasar, florun

temel etki seklidir (Akinrinade ve ark., 2015; Suzuki ve ark., 2015).

Asirt florid, merkezi sinir sistemi disfonksiyonuna neden olabilir ve oksidatif
stres, floriir toksisitesinin bilinen bir etki seklidir. Merkezi sinir sisteminde, aktive
edilmis mikrogliyal hiicreler daha reaktif oksijen turleri (ROS) salabilir ve NADPH
oksidaz (NOX) mikrogliada hiicre dis1 siiperoksit iiretimi i¢in baglica enzimdir. ROS,
MAPK yollar1 dahil olmak iizere ¢esitli memeli hiicre i¢i sinyal yollar1 i¢cin 6nemli bir

ikincil haberci ve modilatér olarak karakterize edilmistir (Chen ve ark., 2013).

Superoksid anyonu (O2) oksijen molekiiliine bir elektron eklenmesiyle olusur.
Bu siirece nikotin adenin dintkleotid fosfat oksidaz veya ksantin oksidaz ya da
mitokondriyal elektron transport sistemi aracilik eder. Normal sartlarda elektronlar,
oksijenin suya indirgenmesi i¢in mitokondriyal elektron tasima zincirine aktarilir.
Superoksid, superoksid dizmutaz (SODs, EC 1.15.1.1) enziminin etkisiyle hidrojen
perokside doniistiiriilir. SOD ya da ksantin oksidaz tarafindan olusturulan hidrojen
peroksit, katalaz veya glutatyon peroksidaz (GPx) tarafindan suya indirgenir (Fukai ve
Ushio-Fukai, 2011).

NCF geni nétrofil sitozolik faktdr olarak bilinen bir proteinin yapilmasin
uyarmaktadir.Bu protein, immiin sisteminde 6nemli bir rol oynayan, NADPH oksidaz
adr verilen enzim kompleksi olusturan bir protein grubunun alt birimdir. Bu oksidaz,

stiperoksit anyonu Uretmek icin aktif hale getirilen ¢ok bilesenli bir enzimdir.



Stiperoksid anyonu hidrojen peroksite déniistiiriiliir. i¢inde hidrojen peroksitinde yer
aldigt komponent fagositoz hiicreleri tarafindan yabanci ajanlari yok etmek igin

kullanilir. Bu enzim NCF protein geni tarafindan kodlanmaktadir (Anonymous 3, 2019).

Nitrik oksit (NO), birgok biyolojik olayda 6nemli rolii olan, ¢ok kisa yar1 dmiirlii
bir serbest radikaldir. NO ve diger bir son {iriin olan sitriillin, argininden NO sentaz
(NOS) enzimi araciligiyla sentezlenir. Nitrit oksit sentetaz NOS2 geni tarafindan

kodlanan indiklenebilir bir enzimdir (Geller ve ark, 1993; Cekmen ve ark, 2001).

Glutatyon S-transferaz (GSTs) indirgenmis glutatyon ile bir¢ok hidrofobik
bilesikleri ve elektrofilik komponentleri katalizleyerek detoksifikasyonda énemli rol
oynayan bir enzim ailesidir. GST, ksenobiyotik metabolizmasinda islev gordigi igin,
kanser ve diger pek cok hastalikta rol oynadig1 diisiiniilen aktif, fonksiyonel olarak
farkli GST1 varyant proteinlerini kodlayan polimorfik bir gendir (Anonymous 4, 2019).

Sitoglobin insanlarda ve memelilerde bulunan CYGB geninin bir protein
triinidir. Sitoglobin, oksijenin dokulardan diflizyonunu kolaylastirabilen, nitrik oksit
veya reaktif oksijen tiirlerini temizleyen veya oksidatif stres sirasinda koruyucu bir
fonksiyona hizmet edebilen, her yerde bulunan eksprese edilmis bir hekzakoordine

hemoglobindir (Trent ve Hargrove, 2002).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismanin laboratuvar asamalar1 Van Yiiziincii Y1l Universitesi Veteriner

Fakultesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.
3.1. Gereg
3.1.1. Hayvan materyali

Endemik florozis gbzlenen Van ili Caldiran ilgesi Asagi Yamktas, Yukar
Yaniktas ve Kilavuz koylerinden, ilce mezbahanesine kesime gonderilen 4-6 yas
civarinda hayvanlar florozis grubu olarak secildi. Kesim 6ncesi, hayvan sahiplerinden
anamnez alind1 ve Klinik olarak yapilan muayenede dislerde florozise 6zgili renklenme
ve eklemlerdeki belirtiler tespit edildi. Florozis slipheli olarak ayrilan koyunlardan, flor
tayini yapma uUzerine usuliine uygun olarak idrar numuneleri alindi. Alinan idrar
numunelerinde 5 ppm {lizerinde flor konsantrasyonu ¢ikan koyunlar florozis grubu
(Erkan ve Fidanci, 2011) olarak ayrildi. Kesim sonrasi bu hayvanlardan karaciger ve

bobrek dokular: alindi.

Sekil 1. Klinik olarak yapilan muayenede dislerde florozise 6zgii renklenme.
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Kontrol grubu igin ise Van merkezde bulunan 6zel bir mezbahanedeVan ilinde
florozis olgusu bildirilmeyen bolgelerden kesime getirilen ve klinik olarak saglikli
koyunlar tespit edildi ve idrar numuneleri alindi. Alinan idrar numunelerindeki flor
diizeylerinin 6lgtimii sonucunda flor iyon konsantrasyonu 5 ppm’in altinda (Erkan ve
Fidanci, 2011) cikan koyunlar kontrol grubu olarak belirlendi. Kesim sonrasi bu
hayvanlardan uygun sartlarda karaciger ve bdbrek dokusu alindi. Her iki gruptan
toplanan karaciger ve bobrek oOrnekleri, steril Rnaz free tliplere alinarak dokularin
Uzerine RNA stabilizatorii eklendi ve RNA izolasyonu yapilincaya kadar -80 °C de

saklandi.

3.1.2. Kullanilan alet ve malzemeler

Alet/malzeme Marka Model

Falkon tpler Spl 15, 50 ml’ lik

Petri kabi Isolab Isolab

Otomotik Pipetler Eppendorf 10, 100, 200, 1000 ul’lik
PCR tlpler Qiagen 0,2 mi

Pipet uglari Biologix 10, 100, 200 ve 1000 ul’lik
Ependorf tupler Ependorf (1.5 mI’lik)

Ependorf tupler Ependorf (2 mI’lik)

Sogutmali santrifiij Universal 320R

Distile su cihazi Merck Millipore direct-Q 3 UV
Hassas terazi Radwag 220.R2

Kronometre Elabscience Elabscience
Karigtirici-Vorteks Yellowline Tts 2

RT-PCR Rotor gene  Rotor gene

Nanodrop Biodrop Biodrop

Buzdolabi (+4 OC) Profilo Profilo

Derin dondurucu (-20 OC)  indesit Indesit

Derin dondurucu (-80 OC) Sanyo Sanyo

Iyon kromotografi cihazi  Dionex ICS 3000

Bistlrl plusmed 20’lik
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3.1.3. Kullanmilan kimyasal maddeler

Kimyasal madde

Borik asit

Tris baz
EDTA
10XTBE solusyon (pH:7,5)

Agaroz
% 0,7’lik agaroz

Redgel

Brom fenol mavisi
cDNA sentez Kiti
Trizol reagent
PBS

Kloroform

Izopropil alkol

Etil alkol (%75,s0guk)
Master mix

RNA stabilizator

Marka
Vivantis
Vivantis

Vivantis

Katalog no
PR 0607

PR 0612
PC 0706

Tris baz (54 gr ), borik asit (27,5) ve 20 ml
EDTA (0,5 M) steril distile suda ¢ozilerek 1

litreye tamamlanmustir.

Vivantis

PC 0701

0,7 gr agaroz, 100 ml 1XTBE igerisinde

mikro dalga firin yardimiyla eritilerek

hazirlands. igerisine 5 ul redgel karistirild

Invitrogen

Amresco

Qiagen RT2 First Strand

Thermo-Scientific

Sigma

Sigma
Merck marka
Merck
Wizbio
GeneALL
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Tablo 1. Ekspresyon analizinde kullanilan primerler ve dizilimleri.

Primeradi | F (5’-3’) R(5-3’)

GPx1 TTTGGGCATCAGGAAAACGC CGTGATGAACTTAGGGTCGG
GST1 ACACCATCGTCTACTTCCCG GTAAAGGGTGAGGTCTCCGT
VIMP TTGCGAGGAGGAGGTTACAA CCCCTGGCTAATGACTGTGA
SOD 1 GACCAGATGACTTGGGCAGA GGGAATGTTTACGGGGCAAT
SOD 2 GGGTTGGCTTGGCTTCAATA AAGGCTGACGGTTTACTTGC
CCS GATCGCAGGCATCCAAAGTG GCCCCTAAATTCTGCGACAG
NCF AGCCCTACGTCACCATCAAA GCTCTTGATCTGGCTTTGGG
NOS2 GCCCTCAGATTACAACAAGTGG | CTGGAGGAGCTGATGGAGTAG
CYGB GGCGAGATGGAGATTGAGCG GCTCCTCCATGTGCTTGAA
Bcl-2 TCTTTGAGTTCGGAGGGGTC GGCCATACAGCTCCACAAAG
Bcel2l-1 TCGCAACTTGGATGGCTACT CACACCAGCCACAGTCATG
Bax GCAACTCCGTTCCCACTCTA GCTGCGATCATCCTCTGCA
Bim GAGTCTCGGGCTTTGTTTCC TGCCGCTCTGTCTGTAAAGA
Bak CGAGGTGGAAAACAGGTGTG CATTCCTCAGGTCCCCGTT
Kaspaz 3 ACGGAAGCAAATCAGTGGAC GGTTTCCCTGAGGTTTGCTG
Kaspaz 8 AGTGAGTTGCAGACATCCGA AGGTCTTGTCCAAAGCCTCT
Kaspaz 9 AGAGTGATGAAGCAGGACCC CAGATCGGCATTTCCCTTGG
GAPDH | AGATGGTGAAGGTCGGAGTG GTTCTCTGCCTTGACTGTGC
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3.2. YOntem
3.2.1 idrarda flor tayini

Koyunlardan alinan idrar numunelerinin flor iyonu diizeyleri Van YYU Merkezi
Laboratuvarinda iyon kromotografi cihazinda (Marka: Dionex
Model: ICS 3000) olguldi. iyon kromatografisi dlgme metodu, iyon degistirme

recineleri tarafindan iyonlar1 ayirma ve tayin etme metodudur.
3.2.2 Dokularin toplanmasi

Steril ortamda, kesimi yapilan koyunlardan steril bistiirii ve pens yardimiyla
alman yaklasik 200 mg bobrek ve karaciger dokusu 2 ml steril Rnaz free tiiplere
konulduktan sonra iizerini kaplayacak kadar RNA stabilazér konuldu. Alinan dokular,
icinde buz akuleri bulunan képuk kutulara konularak tasindi. Doku bulundurulan tiipler

total MRNA izolasyonuna kadar -80 °C saklandi.
3.2.3 Doku homojenatimin hazirlanmasi:

Florozisli ve kontrol gruplarindan alinan ve -80 °C’de saklanan dokular, oda
sicakliginda ¢oziilmeye birakildi. Coziindiikten sonra yaklagik 70-75 mg kadar steril
ependorf tiiplere alindi. Dokularin iizerine 0,2 ml steril serum fizyoloji eklenek
homojenize edildi. Homojenize edilen dokular 1500 rpm 2-8 °C derece bir sicaklikta
santrifiij edildi. Tiipilin istiinde kalan sivi kisim atildi. Alta kalan dokularin iizerine
soguk steril fosfat buffer solisyon (PBS) eklendi ve pipetlenerek yikandi. Daha sonra
1500 rpm hizda santrifiij edilerek Ustli atilarak yikama islemi gergeklestirildi. Yikama

islemi 3 kere tekrarlandiktan sonra, total mRNA izolasyon asamasina geg¢ildi.
3.2.4 Total mRNA izolasyonu ve analizi

Bu basamaktan sonraki islemler aksi belirtilmedik¢ce buz {izerinde devam
edildi.Santrifiij edilen dokularin iizerindeki PBS pipet yardimiyla atilip, altta kalan doku
lizat1 1.5 mI’lik yeni steril ependorf bir tiipe aktarildi. Tiipe 1 ml soguk trizol reagent
ilave edilerek, doku lizat1 pipet yardimiyla iyice homojenize edildi. Pipetasyondan sonra
niikleoproteinlerin kompleksinin tamamen parg¢alanmasi igin, yaklasik her biri 15-20 sn.

olacak sekilde 2 dk. arayla 3 kere vortekslenerek, toplamda 10 dk. oda sicakliginda
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bekletildi. Bu asamadan sonra numuneler 3500 rpm 10 dk santirifiij edildi. Uste kalan
supernatant kismisteril Dnaz/Rnaz free 1.5 ml’lik yeni ependorf bir tiipe aktarildi. Pelet
kismi atildi. Yeni tiipe aktarilan numunelerin iizerine her bir tiipe 0.2 ml soguk
kloroform ilave edilerek, 15 saniye siddetli bir sekilde vortekslendi ve 2-3 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon asamasindan sonra numuneler 12000 x g’den
fazla olmayacak sekilde 15 dk sanrifiij edildi. Santrifiij agsamasi sonrasinda karigim {i¢
fazl1 bir yap1 halini almaktadir; altta kloroformlu alt faz, ortada hafif beyazimsi interfaz
ve en iiste RNA’nin bulundugu seffaf faz. Uste kalan seffaf faz mikropipet yardimiyla

dikkatlice alinarak, temiz steril bir 1.5 ml ependorf tiipe aktarildi.

RNA seperasyon agamasi i¢in yeni bir tiipe aktarilan st faz, 0.5 ml izopropil
alkole pipet yardimiyla iyice karistirildi. 10 dk 15-30 °C’de inkiibe edildi ve
12000xg’den fazla olmayacak sekilde 10 dk 2- 4 °C’de santrifiij edildi. Santrifujden
sonra tliplin dibinde jel benzeri bir pelet olugtu. Tiipiin iistii tamamen atildiktan sonra jel
benzeri pelet olan RNA, 1 ml % 75’lik etil alkol ile vortekslenerek yikandi. 7500xg’den
fazla olmayacak sekilde 5 dk 2-8 °C’de santirifiij edildi. Bu yikama islemi iki defa
tekrarland1 ve santrifiij edilerek iistii atildi. Pelet hiicre kiiltiirii laminer kabinde 12-15
dk tlipiin agz1 agik birakilarak kurumaya alindi.Kurutma iglemini takiben, RNA 30-50
pl steril Dnaz/Rnaz su ile ¢ozildl ve agaroz jelde yurutmek igin 5-7 ul RNA alindi geri

kalan1 cDNA asamasi yapilmak tizere hemen -80 °C’ye kaldirildu.

RNA miktar1 dl¢timii yapildi (BioDrop). Niikleotidlerin heterosiklik halkalari
260 nm dalga boyundaki 15181 maksimum emme o6zeligi tasidigindan, bu dalga

boyundaki emme derecesi, niikleik asitlerin miktarinin bir 6l¢iisiidiir ve 1 optik dansite

(OD) RNA i¢in 40 pg/ml dir.

Elde edilen RNA’dan alinan 3-5 pl RNA, etidyum gelred eklenmis % 0,7’lik
agaroz jelde yiiriitiildii. Yiiriitme sonrasinda fotograflar1 c¢ekildi. 28S, 18S ve 5S RNA

gorintiisii net sekilde gozlendi.
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28 S

18 S

5S

3.2.5 Komplementer DNA (cDNA) izolasyonu

RNA elde edilen dokulardan, gergek zamanli-PZR’da ekspresiyon analizi igin
kullanilmak amaciyla cDNA sentezi gerceklestirildi. Her bir numune i¢in kullanilacak
mRNAmiktart 1000 ng olarak belirlendi. cDNA eldesi i¢in Qiagen RT2 First Strand
cDNA kiti kullanildi. Bu kitin &nerdigi protokol kullanildi. Olglilen her bir numunenin
total mRNA miktar1, suyla 8 ul olarak tamamlandi. Uzerine 6 pl genomik DNA
eliminasyon buffer ilave edildi. Gergek zamanli-PCR cihazinda; 5 dk 37 °C de inkibe
edildi. Inkiibasyondan sonra i¢inde revers transkriptaz enzimi igeren BC4 soliisyonunda
6 ul ilave edilerek toplam karisim 20 pl olacak sekilde; sirasiyla 42 °C 15 dk., 95 °C 5
dk. ve 30 °C 1dk olacak sekilde protokol tamamlanarak cDNA elde edildi.

Elde edilen 20 pl toplam reaksiyon hacminin (zerine steril Dnaz ve Rnaz free
bidistile su ilave edildi ve toplam hacim 91 pl oldu. cDNA reaktanti, gercek zamanli-

PZR ¢alismasina kadar -20 °C de muhafaza edildi.
3.2.6 Ger¢ek zamanh-PZR

Apoptozis mekanizmasi i¢in (Bcl211, Bax, Bim Bak, Bcl-2 ve kaspaz 3, 8, 9) ve
oksidatif stres mekanizmasi i¢in (GPx1, GST1, VIMP, SOD1, SOD2, CCS, NCF,
NOS2, CYGB) genlerinin ekspresyonlar1 belirlendi.

Gergcek zamanli-PZR asamasinda, Wizbio sybrgreen master mix kit kullanildi.
Reaksiyon igerikleri, hem hedef hem de kontrol geni (housekeeping) i¢in aynidir.
Yontemin agamalar1 bu kit protokoline asagidaki tabloda 6zetlendigi sekilde yapildi.
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Tablo 2. Gergek zamanli-PZR igin reaksiyon igerigi

Reaksiyon igerigi Bir 6rnek icin Reaksiyon déngisi
Master miks (2X) 10 ul *95°C 5' denatiirasyon
Primer Forward: 0,5 pl *95°C 15"

Reverse: 0,5ul *53-55°C 90" 50 dongl
dH.0 7wl *72°C 30"
cDNA 2l Melting Curve
Toplam 20 pl Ramp: 50-99 (1’er derece artis)

90°C 5"

*Baglangi¢ denatiirasyonu, master mix protoliine gére yapildi. Hedef genlerinbaz uzunlugu yaklasik
olarak 140-180 bp araligindadir.
Daha Once optimizasyonu yapilan tiim hedef genlerin primer baglanma sicakligina gore tm’leri
belirlendi. Dolayistyla tm sicakliklari degiskenlik gdstermistir

Kontrol geni olarak gliseraldehit fosfat dehidrogenaz (GAPDH) kullanildi. Her
bir drnek i¢in {ic bagimsiz tekrar yapildi. Bir ct (cycle treshold), amplifikasyonlarin

logaritmik fazinin baslangici itibariyle belirlendi.

Hedef genlerin iiriinlerinin degerlendirilmesi iki sekilde yapildi: 1)ACt ve 2°4Ct
hesaplamalar1 yapilarak, calismanin kontrol grubu olarak belirlenen grubun ekspresyon
degerleri istatistik yapilarak florozis grubuyla karsilastirildi. 2) Bu degerlendirmede ise
kontrol grubunun ct degerlerinin farklilig1 ve tekrarlanan gruplar, uygun ekspresyonun
belirlenmesinde kullanildi. AACt ve 222Ct degerleri belirlendi. Gruplar arasindaki
farklilik kontrol (GAPDH) ekspresyonun artig-azalis kat (fold changes) sayisi ile
karsilagtirilip degerlendirildi.

3.2.7 istatistik analiz

Uzerinde durulan ozellikler igin tanimlayici istatistikler; medyan, ortalama,
standart sapma, minimum ve maksimum deger olarak ifade edildi. Bu o6zellikler
bakimindan gruplar arasinda fark olup olmadigini belirlemek amaciyla Kruskal-Wallis
testi kullanildi. Farkli gruplart belirlemede, Dunnet ¢oklu karsilastirma testi kullanild.
Hesaplamalarda, istatistik anlamlilik diizeyi % 5 olarak alindi ve hesaplamalar icin

SPSS (ver: 13) istatistik paket programi kullanildi.
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4. BULGULAR

Tablo 3. Idrar flor konsantrasyonlari

Kontrol Florozisli

Idrar flor diizeyleri (ppm) | 0,9272+,01535 25,6903+7,00382**

**(p<0.01)

Florozis belirtisi gosteren koyunlarin idrar flor diizeylerinin, saglikli
koyunlardan olusan kontrol grubuna gore dnemli miktarda yiiksek (p<0.01) oldugu

belirlendi.

-
N

=y
(=]
L

MNorm. Fluoro.
<o o
m o

L
IS
1

o
[¥]

>
=}

S 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Sekil 2. Logaritmik standart CT egrisi
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Tablo 4.Florozisli ve kontrol gruplarin karaciger dokusundan elde edilen apoptotik

genlerin ekpresyonunda 24 degerlerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi.

Karaciger  Apoptotik | Kontrol (n:6)x100 Florozisli(n:6)x100
genler

Kaspaz-3 0, 66258+0,110772 0,31789+0,029298*
Kaspaz-8 0, 00647+0, 001781 0, 00723+0,001053
Kaspaz-9 36,68139+1,793830 79,53940+7,685926*
Bcl-2 0,03779+0,013018 0,01859+0,004066
Bcl2l-1 0,03079+0,004630 0,01639+0,003602
Bim 0,00202+0,000344 0,00379+0,000678
Bax 0,03787+0,001925 0,04853+0,011613
Bak 0,02138+0,001984 0,01086+0,001653*
*(p<0.05)

Karaciger dokusundaki apoptotik genlerinin 22 degerlerine gore, kaspaz 3 ve

Bak degerlerinin flor grubunda azaldigi (p<0.05), kaspaz 9 degerlerinin ise arttig

(p<0.05) tespit edildi. Diger genler bakimindan ise kontrol ve florozisli koyunlar

arasinda onemli bir fark bulunamadi.
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Tablo 5. Florozisli ve kontrol gruplarinin karaciger dokusundan elde edilen oksidatif
stres genlerinin ekpresyonunda 22t degerlerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi.

Karaciger Kontrol (n:6)x100 Florozisli (n:6)
oksidatif genler
Cybc 0,01092+0, 001399 0,02667+0,002323*
GPx1 0,04518+0,003322 0,01499+0,005813*
SOD1 0,13591+0,043401 0,01478+0,003754*
SOD2 0,00680+0,000581 0,00355+0,000811*
GST1 0,03037+0,005162 0,05756+0,008615*
VIMP 0,01814+0,002761 0,02141+0,003342
CCs 0,06613+0,011639 0,05121+0,010537
NCF 0,63433+0,072444 1,57944+0,146460*
NOS2 0,02990+0,008476 0,01057+0,001764
*(p<0.05)

Karaciger dokusundaki oksidatif stres genlerinin 24 degerlerine gore; CYGBC,
GST1 ve NCF genlerinin florozisli grupta dnemli oranda arttig1 saptandi (p<0.05). Buna
karsilik, GPx1, SOD1 ve SOD2 genlerinin ise florozisli grupta dnemli derecede azaldig:
belirlendi. VIMP ve CCS genlerinde ise herhangi bir fark bulunmadi.

Tablo 6.Florozisli ve kontrol gruplarinin bobrek dokusundan elde edilen apoptotik
genlerinin ekpresyonunda 22 degerlerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Bbébrek Apoptotik genler Kontrol (n:6)x100 Florozisli (n:6)x100
Kaspaz 3 0,10773+0,011751 1,64085+0,369362*
Kaspaz 8 0,02269+0,004288 0,01050+0,003875*
Kaspaz 9 19,11080+4,096130 24,02771+2,439247
Bcl-2 0,06238+0,009653 0,01882+0,002998**
Bcl2l-1 0,02954+0,000651 0,02019+0,000539*
Bim 0,02220+0,003555 0,00821+0,001316*
Bax 0,04682+0,005281 0,06406+0,010434
Bak 0,03290+0,004035 0,01802+0,002666*

*(p<0.05) **(p<0.01)
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Bobrek dokusundaki apoptotik genlerin, 2°2¢t degerlerine gore, kaspaz 3
degerlerinde florozisli grupta 6nemli bir artis oldugu saptandi. Kaspaz 3 ve Bax degeri
degismezken, bunun disindaki biitiin genler i¢in ise florozisli grupta istatistiksel olarak

onemli bir azalma tespit edildi.

Tablo 7. Florozisli ve kontrol gruplarinin bobrek dokusundan elde edilen oksidatif stres
genlerinin ekpresyonunda 22 degerlerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Bdbrek oksidatif genler Kontrol(n:6) x100 Florozisli(n:6) x10
CYGBc 0,00767+0,000982 0,01194+0,001039*
GPx1 0,05206+0,006927 0,09359+0,006201**
SOD1 43,31131+6,20390 12,07006+2,23230*
SOD2 0,04494+0,005837 0,01821+0,002959*
GST1 0,11790+0,049502 0,03306+0,004948*
VIMP 0, 05387+0,025140 0,01230+0,001919
CCS 0, 20177+0,006289 0,06517+0,013716**
NCF 1,55984+0,040638 0,99158+0,077515*
NOS2 0,07894+0,024396 0,01873+0,002805**

*(p<0.05) **(p<0.01)

Bobrek dokusundaki oksidatif stres genlerinin 22* degerlerine gore; VIMP
degerinin gruplara gore degismedigi, florozisli grupta CYGBc (p<0.05) ve GPx1
(p<0.01) artarken, SOD1, SOD2, GST1, NCF (p<0.05) ve CCS ve NOS2 (p<0.01)

istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig: tespit edildi.
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Tablo 8. Florozisli bobrek ve karaciger dokularindaki apoptotik genlerin
ekspresyonlarmin 24t degerlerinin kontrol genine (GAPDH) gore degisimleri

Karaciger Bobrek

GAPDH 1,00 1,00
Kaspaz 3 0,50 12,00
Kaspaz 8 2,20 0,40
Kaspaz 9 2,10 1,40
Bcl-2 0,60 0,30
Bcl2l1 0,05 0,60
Bim 1,30 0,40
Bax 0,90 1,50
Bak 0,40 0,30

Gruplar arasindaki farklilik kontrol (GAPDH) ekspresyonun artig-azalis kat (fold
changes) sayisi ile karsilastirilip yapilan degerlendirmeye gore; karacigerde bakilan
apoptotik genlerden sirasiyla kaspaz-8 2.20, kaspaz-9 2.10 ve Bim 1.30 kat bir artis
oldugu, kaspaz-3 0.5, Bcl-2 0.4, Bak 0.6 kat bir azalmanin oldugu, Bcl2l-1 de
ekspresiyonun olmadigi ve Bax’ta ise yaklasik olarak degisim olmadigi tespit edildi.
Bobrekte bakilan ayni genlerden kaspaz-3, kaspaz-9 ve Bax sirasiyla 12, 1.4 ve 1.5 kat
bir artig, kaspaz-8, Bcl-2, Bcl2l-1, Bim ve Bak sirasiyla 0.6, 0.7, 0.4, 0.6 ve 0.7 kat bir

azalma gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 3. Apoptotik genlerin kontrol genine gore ekspresyon durumlari

Tablo 9. Florozisli bobrek ve karaciger dokularindaki osidatif stres genlerin
ekspresyonlarmin 222t degerlerinin kontrol geni (GAPDH) gére degisimleri

Genler Karaciger Bobrek
GAPDH 1,00 1,00
GPx1 0,30 2,00
SOD1 0,10 0,40
SOD2 0,30 0,40
GST1 1,60 0,10
VIMP 2,20 0,30
CCSs 0,9 0,30
NCF 2,80 0,70
NOS2 0,10 0,20
CYGB 0,03 2,0

Gruplar arasindaki farklilik kontrol (GAPDH) ekspresyonun artig-azalis kat (fold

changes) sayisi ile karsilastirilip yapilan degerlendirmeye gore; karacigerde bakilan
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oksidan/antioksidan genlerden GST1, VIMP ve NCF sirasiyla 1.6, 2.2 ve 2.8 kat bir
artig, GPx1, SOD1, SOD2 ve NOS2 sirastyla 0.7, 0.9, 0.7 ve 0.9 kat bir azalig, yaklasik
olarakta CYGB’de bir ekspresiyonun olmadigi ve CCS’de de bir degisimin olmadigi
tespit edilmistir. Bobrekte arastirilan ayni genlerden GPx1 ve CYGB ikiside 2 kat bir
artig, SOD1, SOD2, GST1, VIMP, CCS, NCF ve NOS?2 sirastyla 0.6, 0.6, 0.9, 0.7, 0.7,

07, 0.3 ve 0.8 kat oraninda bir azalma gosterdigi tespit edilmistir.

Oksidan/antioksidan genler

3
25
2
15
- " ....................
Karaciger Bdbrek
s GAPDH s Nos2 Gstpl
Ccs s Ncfl mmn Cyghb
mm Gpx1 mmm— S0d1 5002
Vimp e Linear (GAPDH)

Sekil 4. Oksidan/antioksidan genlerin kontrol genine gore ekspresyon durumlari
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5. TARTISMA VE SONUC

Cevresel ve dogal olarak ortaya ¢ikan kronik florozis vakalarina diinyada ve
iilkemizde belli basli bolgelerde rastlanmaktadir. Ulkemizde bugiine kadar yapilan
caligmalarda; Mugla, Eskisehir, Kirsehir, Corum, Ankara, Konya, Hatay, Van ve
Agri’da su, toprak, bitki, koyun idrari, dis ve kemik Orneklerinde flor diizeyleri
belirlenmis ve flor zehirlenmesi hakkinda degerlendirmeler yapilmistir. Dogal ve
endiistriyel flor kirliligine bagh olarak sigirlarda ve koyunlarda kronik florozis tespit
edilmistir. Dogu Anadolu bdlgesinde Agri, Van ve Dogubeyazit iiggeninde yer alan
Tendirek Dagi bolgesindeki yerlesim yerlerinde ozellikle Muradiye ve Caldiran
bolgesinde insan ve hayvanlarda endemik olarak dogal florozis oldugu yapilan bir ¢cok
calismada tespit edilmistir (Sendil ve Baysu, 1973; Ergun ve ark., 1987; Altintas ve
ark., 2000; Kiiciikesmen ve S6nmez, 2008; Yur ve ark., 2008; Sanem ve Fidanci, 2011;
Yur ve ark., 2013; Aydin ve ark., 2014; Kurtdede ve ark., 2017).

Van-Tendiirek bolgesinde uzun yillardan beri yapilan ¢alismalarda su ve koyun
idrarinda flor konsantrsayonlari tespit edilmistir. Baysu ve Sendil (1973), Van/Caldiran
ve Agri/Dogu Beyazit ilgelerinde su 6rneklerinde flor konsantrasyonun 5.70 mg/1-15.20
mg/l arasinda oldugunu, koyun idrar oOrneklerinde ise 3.80-30.61 mg/l araliginda
oldugunu bildirmislerdir. Sanem ve Fidanci (2011), endemik florozis gozlenen Van ili
Caldiran Ilgesi Asag1 Yaniktas, Yukar: Yaniktas ve Kilavuz koylerinde yetistirilen ve
klinik florozis gozlenen koyunlardan alinan idrar numunelerinde flor konsantrasyonunu
48.70 = 10.60 ppm olarak tespit etmislerdir. Yur ve ark. (2013), Dogubeyazit yoresinde
endemik florozis goriilen bolgede yaptiklari ¢alismada, koyun idrarinda flor diizeyinin

6.74+0.49 ppm olarak dl¢miislerdir.

Bu tez calismasinda ise, florozis teshisi konulan koyunlardan alinan idrar
numunelerinde ¢ikan flor iyonu konsantrasyonu 25.69+7.00 ppm olarak tespit edildi.
Cikan sonu¢ daha Once ayni bolge ve koylerde yapilan c¢alismalardan elde edilen

sonuclarla uyumlu oldugu saptanmaistir.

Hem karaciger hem de bobrekler viicutta floriir metabolizmasinda énemli rol
oynayan organlardir. Yiiksek miktarda ve uzun siire flor alinimi, karaciger ve bobrek

fonksiyonunu etkileyerek, karaciger ve bobrek dokularinda patolojik degisikliklere
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neden olabilir. Flor basta disler, kemik ve iskelet yapisina katilmak iizere; karaciger,
bobrek ve bir ¢ok yumusak dokuda birikir ve boylece intraselluler ve ekstraselltler bir
cok patolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler parametrelerin degismesine neden
olur (Akdogan ve ark., 2002; Dimcevici ve ark., 2013; Martinez-Mier ve ark., 2016;
Kurtdede ve ark., 2017; Nelson ve ark., 2019).

Florun uzun sireli ve yiksek oranda maruziyeti, kalsifiye dokular zerinde
bozulmalara yol agmaktadir. Ayrica diger yumusak dokular da hiicresel diizeyden
baslayan hasarlara neden olmaktadir. Flor maruziyetinden kaynakli oksidatif strese
bagli DNA hasar1 ve apoptotik yolaklarin aktif hale gelmesine neden olduguna dair
calismalar mevcuttur (Agalakova ve Gusev., 2012; Yur ve ark., 2013; Yulksek ve ark.,
2017).

Nitekim, Kanagaraj ve ark., (2015), deneysel florozis olustrulmus ratlarda
yaptiklart calismada, flor intoksikasyonunun hepatik gosterge enzimleri olan AST, ALT
ve y-GT degerlerinin, kontrol grubuyla karsilastirildiginda 6nemli oranda arttigini1 rapor
etmislerdir.Ersan ve ark., (2015), farelerde yaptiklari calismada, histopatolojik ve
elektroforetik bulgulara goére kronik flor toksikasyonun karaciger dokusunda gesitli
hasarlara yol agtigt ve serum protein bolunmelerinin artis veya azalmasina neden

oldugunubulmuslardir.

Nefrotoksite ve flor iligkisinin ortaya konulmasi i¢in yapilan bir c¢alismada,
diinyada endemik florozisin en yaygin goriildiigii iilkelerin basinda gelen Hindistan’in
endemik olarak florozis goriilen bolgelerinde, nefrotoksite siiphesi goriinen 156
cocugun idrar ve serumlarindaki flor diizeylerine bakilmis ve bunlardan 32 tanesinin
idrar ve serum numunelerinde yiiksek seviyede flor oldugu rapor edilmistir. Flor orani
yiiksek olan bu hastalarin bobrek histopatolojinde; hiicre sismesi ve lizisi, sitoplazmik
vakumlama, niikleer yogunlagma, apoptoz ve nekroz gibi tiibiiler epitelin yapisinda
cesitli derecelerde hasar oldugu ve bununda florla iliskili oldugu tespit edilmistir
(Quadri ve ark., 2018).

Karaciger ve bobrekte goriilen, flora bagli hasarin hiicreye bagli molekiiler
temelinin arastirildigt calismalar vardir. Molekiiler mekanizmalar arasinda 6zellikle

apoptotik ve oksidatif yolaklar 6nem kazanmaktadir. Lavrik (2011), ekstrinsik apoptoz
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yolunun kasapaz-3 aktivasyonunda rol oynadigini ve bu durumun hem digsal hem de i¢
yolaklarin apoptozisin yiiriitilmesindeki 6nemini degerlendirmek i¢in, Fas, FasL ve
kaspaz-8 protein seviyelerini 6l¢cmiis ve NaF ilavesinden sonra da énemli 6l¢iide artis

gostermisler.

Cesitli hiicre hatlarina NaF uygulanarak yapilan in vitro ¢alismalarda NaF’in
belli bir konsatrasyondan sonra sitotoksik bir etki gosterdigi, bununda hicre
proliferasyonu etkiledigi, hatta ciddi anlamda hiicre Oliimlerine neden oldugu
belirlenmistir. Morfolojik olarak artan hasara bagli olarak ve mitokondriyal iletkenligi
azaltarak, kaspaz-3 ve kaspaz-9 ekspresyonunun artmasina yol a¢tigi goriilmiistir (Yan
ve ark., 2017; Yuksek ve ark., 2017; Cetin ve ark., 2019).

Lee ve ark.(2008),in vivo olarak HGF hiicre hattinda yaptiklari ¢aligmada, florun
sitozola sitokrom C gecisini artirarak kaspaz-9, 8 ve 3 etkinligini artirdigini,
antiapoptotik bir protein olan Bcl-2’nin azalmasina neden oldugunu saptamislar ve
florun hem i¢ hemde dis apoptotik yolagi kullanarak apoptoza neden oldugunuortaya
koymuslardir. Bagka bir ¢alismada da aym sekilde, LS8 ameloblast hiicrelerine 48 saat
boyunca sitotoksik doz konsantrasyonda NaF uygulamasi sonucunda,Bcl-2
ekspresiyonunda azalma, kaspaz-3,8,9 eckspresiyon seviyesinde bir artis oldugu
bildirilmistir (Li ve ark.,2018). Insan osteobast hiicresi olan hFOB.1.19 hattina ICso
konsantrasyonda flor uygulanarak yapilan ¢aligmalarda kaspaz-9, 8, 3 enzimlerinin
MRNA ekspresyon seviyeleri kontrol grubunda artis gosterdigi, en biiyiik artisida
onemli oranda artan kaspaz-8’in oldugu saptanmistir (Yiiksek ve ark., 2017; Cetin ve
ark., 2019).NaF ile indiklenen LS8 hicrelerinde apotozisin hem zamana hemde
konsantrasyona bagli oldugu gosterilmistir. Kaspaz-9, 8, 3 aktivetesinin NaF’in

konsantrasyon bagli olarak artig gosterdigi saptanmistir (Zhao ve ark., 2016).

In vivo olarak flor toksikasyonu olusturulmus ratlarda Nox4, p38a MAPK, Bax,
ve kaspaz-3 ekspresyonlarinin 6nemli oranda artig1 ortaya konulmustur (Kanagaraj ve
ark, 2015).Song ve ark., (2014), sicanlara NaF uygulayarak yaptiklar1 deneysel
caligmada, NaF uygulamasinin apoptozisi ve DNA hasarin1 artirdigini bildirmistir. Buna
ilaveten NaF uygulamasinin sitozolik Cyt C ve bdliinmiis kaspazlar 9, 8 ve 3’{in protein
ekspresyon seviyelerini arttirdigi bildirilmistir. Yine baska bir ¢alismada, si¢anlarda
deneysel olarak florozis olusturulmasini takiben, beyindeki Bax ve Bcl-2
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ekspresiyonun, hem protein hemde mRNA miktarinin agikga artigi belirtilmistir (Lou ve
ark., 2104).

Gao ve arkadaslar1 (2014), deneysel florozis olusturulmus ratlarda bobrek hiicre
dokusunda flow sitometri ile apoptozis ve iminohistokimyasal olarak kaspaz-9, 8, 3 ve
Cty C’in ekspresyonun ol¢iildiigii ¢aligmada 6liim reseptér ve mitokondriyal apoptozis

yolaklarina flor indiiklenebilecegini(enzim substrati olarak) ortaya koymuslardir.

Bu tez calismasinda ise, kronik florozis goriilen koylerdeki florozis teshisi
konulmus koyunlardan elde edilen karaciger ve bobrek dokusundan mRNA elde edilmis
ve 6nemli apoptotik genlerden kaspaz-3, 8, 9 bax, bak, bim ve Bcl2l-1 ve antiapoptotik
gen olan Bcl-2 apoptotik genlerin ekspresyonu gergek zamanli-PZR ile tespit edilmistir.
Bu tez calismasinda, karaciger dokusundaki 22 degerlerine gére, flor grubunda kaspaz
3 ve Bak degerlerinin azaldigi, kaspaz 9’un ise arttigi belirlenmistir. Bobrek dokusunda
ise kaspaz 3 degerlerinin florozisli grupta arttigi, kaspaz-3 ve Bax disindaki biitiin
genler icin ise florozisli grupta istatistiksel olarak onemli bir azalma oldugu tespit
edildi. Bu veriler, literatiir verileri ile uyumludur. Gruplar arasindaki farklilik kontrol
(GAPDH) ekspresyonun artig-azalis kat (fold changes) degisimi ile karsilastirilip
yapilan degerlendirmeye gore de karacigerdeki kaspaz-8, kaspaz-9 ve Bim arttigi,
kaspaz-3, Bcl-2 ve Bak azalmanin oldugu tespit edilmistir. Bobrekte ise kaspaz-3,
kaspaz-9 ve Bax artarken, kaspaz-8, Bcl-2, Bcl2l-1, Bim ve Bak gen ekspresyonlarinin
azaldig1 saptanmistir. Endemik florozisli koyunlarda, karaciger ve bobrek dokularindaki
hasarin molekiiler temeli olarak apoptotik mekanizmanin igledigi ve hem i¢ hem de dig
yolakta yer alan genlerin ekspresyonlarinin, florozisli grupta etkilendigi ortaya

konulmustur.

OCCM-30 hucrelerinde NaF indikli apoptozisin hem intrinsik hem de
ekstrinsik apoptotik yolagin aktive oldugunu gostermislerdir. NaF’un yiiksek
dozlarindan kaynaklanan yiiksek ROS olusumu ayni zamanda apoptozisi de intrinsik
yolakla aktiflestirmektedir (Ni ve ark., 2108). Ratlarin NaF (10 mg/kg) ile 5 hafta
boyunca uygulama yapilmasini takiben, MDA ve ROS, kaspaz 3 ve 9 gen ekspresyonu

ve aktivitesinin arttig1, Bax ekspresyonunun ise azaldigi gosterildi (Li ve ark., 2017)
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Pek c¢ok arastirmaci tarafindan yapilan calismalarda, flor maruziyetine bagh
olarak bazi organlarda ve dokularda asir1 miktarda serbest radikal olusumunun
gergeklestigi ve lipit peroksidasyonuna yol a¢tigini bildirilmistir. Florun neden oldugu
oksidatif stres kaynaklt lipid peroksidasyonun oOnlenmesinde antioksidanlarin
(vitaminler, metiyonin, N-asetil-sistein; polifenolik flavonoidler gibi) ve antioksidan
bakimindan zengin yiyeceklerin kullanilmasinin, florozisin tedavisi igin antidotlar gibi
davranabilecegine dair bildirimler yapilmistir (Rice-Evans, 1995; Blaszczyk ve ark
2008; Hassan H.A. ve Yousef M.1., 2009; Altintas ve ark., 2011).

Akdogan ve ark., (2002), 70 giin boyunca i¢gme sularina NaF (40mg/L) verilen
tavsanlarda, bobrek dokusunda SOD, Gsh-Px, CAT, Gsh-Rd ve G6pd aktivite

diizeylerinde 6nemli oranda diisiis oldugunu tespit etmislerdir.

Kanagaraj ve ark. (2015), sicanlarda deneysel olarak yiiksek konsantrasyonda
flor uygulamasinin, karaciger hiicrelerinde reaktif oksijen tdrlerinin (ROS) 6nemli
oranda artmasina ve SOD-2, Cat, GPx ve Gst-Pi antioksidan enzimlerininde azalmasina

neden oldugunu tespit etmisler.

Yapilan farkli ¢alismalarda oksidatif strese yol agan ROS olusumunun floridin
neden oldugu intrinsik apoptotik yol ile de iligkili oldugunu, NaF'in toksisitesinin,
protein sentezinin inhibisyonu, oksidatif stres ve apoptoza bagli olarak gergeklestigi

gosterilmistir (Tiwari ve ark., 2002; Barbier ve ark, 2010).

Cesitli hiicrelerdeki flor uygulamalarinin; konsantrasyon, hiicre tirii ve dokuya
bagli olarak farkli etki mekanizmlarmi kullandigi ileri surilmektedir. Suzuki ve
ark.(2015), bir kag fakli dokuda yaptiklar1 ¢alismalarda yiiksek konsantrasyonlardaki

florin ER stresine ve oksidatif strese neden oldugunu dile getirmisler.

Mio ve ark. (2013), florozis olusturulmus ratlarda apoptozis ve oksidatif stres
mekanizmlari  arastirdiklart  ¢alismada, karaciger dokusundan elde ettikleri
numunelerde kontrol grubuyla karsilastirdiklarinda NaF grubunda Gsh-px ve SOD’in
Oonemli oranda azaldigi, ayrica sonug¢ raporlarinda NaF’in karacigerde apoptozu

indiikledigi bununda ratlarda karaciger hasar1 olusturdugunu tespit etmisler.
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Disi farelerde deneysel olarak florozis olusturulan farelerin karaciger dokusunda
ROS ve 6nemli antioksidan enzimlerin mRNA seviyeleri ger¢ek zamanli-PZR ile
belirlendigi ¢alismada, ROS’larin énemli oranda arttigi buna mukabil SOD ve Gsh-Px
aktivitesinin ve de antioksidan kapasitenin de azaldig1 ortaya konulmustur. CAT, Gsh-
Px1 ve SOD'un mRNA ekspresyon seviyeleri 6nemli Ol¢iide downregule(reseptor
azaltic1) olurken, NOS2 mRNA ekspresyon seviyesi upregule(reseptor artisi) olmustur
(Zhou ve ark., 2015).

Ma ve ark. (2017), in vivo olarak gobek endotelyal hiicrelerinde yaptiklari
calismada, yiiksek konsantrasyonda florun, g¢esitli alt protein {initelerden olusan ve bu
unitelerden bir NCF olan ve geni tarafindan kodlanan NADPH oksidaz enzim

aktivitesinin artmasina neden oldugunu tespit etmislerdir.

Farelere flor vererek yapilan bir deneysel florozis ¢alismasinda da, fare testis ve
epididimisdeki dokulardan SOD-1 aktivitesinin ve mRNA seviyesinde, kontrol grubuna
gore yuksek konsantrasyonda flor verilen (50 ve 100 mg NaF) her iki grupta da énemli

oranda diistiigii tespit edilmistir (Sun ve ark., 2018).

Luo ve ark. (2017), deneysel florozis olusturulmus ratlarda NaF kaynakli
bobreklerde goriilen hasarin kaynagini ortaya koymak amaciyla yapilan g¢alismada,
biyokimyasal, patolojik ve oksidatif hasari ile ilgili baz1 enzimlerin aktivite ve mRNA
seviyesi incelenmistir. Calismanin sonunda reaktif oksijen turleri ile karaktize bobrek
oksidatif hasarin arttig1 ve antioksidan enzimler olan SOD, Cat, glutatyon rediktaz ve
glutatyon peroksidaz enzimlerinin hem aktivitelerinin hem de mRNA seviyerinin

azaldigini tespit etmislerdir.

Bu tez ¢alismasinda karaciger dokusundaki oksidatif stres genlerinin 274¢
degerlerine gore; CYGBc, GST1 ve NCF genlerinin florozisli grupta énemli oranda
arttigi, GPx1, SOD1 ve SOD2 genlerinin ise florozisli grupta énemli derecede azaldig1
belirlendi. Bobrek dokusundaki oksidatif stres genlerinin ise florozisli grupta CYGBc
ve GPx1 artarken, SOD1,SOD2, GST1, NCF ve CCS ve NOS2 6nemli oranda azaldig

bildirilmektedir. Bu sonuclar literattr verileri ile uygunluk gostermektedir.
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Gruplar arasindaki farklilik kontrol (GAPDH) ekspresyonun artis-azalis kat (fold
changes) sayis1 ile karsilagtirillip yapilan degerlendirmeye gore ise; karacigerde
oksidan/antioksidan GST1, VIMP ve NCF gen ekspresyonlar1 artarken, GPx1, SOD1,
SOD2 ve NOS2 azaldigi bulunmustur. Bobrek dokusunda ise GPx1 ve CYGB artarken,
SOD1, SOD2, GST1, VIMP, CCS, NCF Ve NOS2 genlerinde azalma oldugu tespit

edilmistir.

Bu c¢alismadan elde edilen verilerin degerlendirilmesi sonucunda; kronik flor
toksikasyonuna bagli olarak meydana gelen karaciger ve bobrek dokularindaki hasarin
temelinde apoptotik ve oksidatif yolaklarin aktiflesmesinin énemli roliiniin oldugu ve
baz1 genlerin gen ekspresyon diizeyinden baslamak iizere daha etkili oldugu ortaya
konulmustur. Bundan sonra yapilacak tedavi ve takip caligmalarinda ise bu calisma
sonucunda en fazla etkilendigi tespit edilen genlerin segilerek arastirilmasinin, daha

yararli sonuglar alinmasinda yol gosterici olabilecegi Onerilmektedir.
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Tez Bashgi / Konusu: Florozisli Koyunlarin Karaciger Ve Bobrek Dokularindaki Apoptotik Ve Oksidatif

Mekanizmalarimin Arastirilmasy/Veterinerlik

Yukarida bashgi/konusu belirlenen tez galismamin Kapak sayfasi, Giris, Ana boliimler ve Sonug
béliimlerinden olugan toplam 54 sayfalik kismina iligkin, 19/08/2019 tarihinde sahsim/tez danismanim tarafindan
TURNITIN intihal tespit programindan asagida belirtilen filtreleme uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna
gore, tezimin benzerlik oran1 % 17 (onyedi) dir.

Uygulanan filtreler asagida verilmistir:

- Kabul ve onay sayfasi harig,

- Tesekkiir harig,

- Igindekiler harig,

- Simge ve kisaltmalar harig,

- Gereg ve yontemler harig,

- Kaynakga harig,

- Alintilar harig,

-Tezden ¢ikan yayinlar harig,

- 7 kelimeden daha az rtiisme igeren metin kisimlari harig (Limit match size to 7 words)

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Lisansiistii Tez Orijinallik Raporu Alinmasi ve Kullaniimasina iliskin
Yonergeyi inceledim ve bu yonergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez ¢alismamin herhangi bir
intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini bilgilerinize arz ederim.
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