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Onsoz

Dogada bilesikler halinde bulunan flor, viicutta olan eser elementlerden biridir. Suda,
toprakta, kayalarda, gidalarda bulunan flor kemik ve dislerin yapisinda da mevcuttur.
Jeolojik olaylar, iklim, ¢evre kayaglarin 6zellikleri topraktaki flor konsantrasyonunu
degistirmektedir. Bu durum igme suyu olarak kullanilan kaynak sularimin flor
konsantrasyonlarinin degismesine sebep olur. Yeterli flor aliminin ¢iiriik 6nleyici ve
osteoporoza karsi koruyucu etkisi bulunurken, yiiksek doz alimi sert ve yumusak
dokularda bozulmalara sebep olmaktadir. Akut veya kronik flor toksisitesi, insan
fizyolojisinde patolojik durumlara sebep olur. Bu patolojik durumlar dislerde florozis
olarak goriiliirken eklem ve kemik dokuda deformasyonlar olarak izlenir. Giliniimiizde
sularin florlanmasina ek olarak endemik florozis bélgelerinde yasanmasi, sistemik flor
preperatlarinin fazla kullanimi ve topikal preparatlarin yanlis kullanimi sonucu
subkronik veya akut toksisite tablolariyla karsilasabilmekteyiz. Calismamizda igme
sularindan yiiksek doz flor aliminin sigan modeli iizerinde oksidatif stres parametreleri

ve yumusak doku histolojisine etkisinin degerlendirilmesi amaglanmaktadir.

Doktora egitimim boyunca bana yardim ve destegini esirgemeyen, tez ¢alismamin
belirlenmesi ve yiiriitiilmesinde bilgi ve tecriibeleriyle hep yanimda olan yerini asla
dolduramayacagim degerli hocam sayin Prof. Dr. Ali Riza ALPOZ’e,

Hayvanlarimla ¢aligtigim siire boyunca bana hem bilimsel hem de psikolojik destegin
en biiyliglinii saglayan sayin Vet. Hek. F. Emrah SOYLU’ya,

Histopatolojik incelemeler sirasinda tiim yogunlugunun arasinda bile benimle
ilgilenenen ve tiim 6rnekleri igine sinene kadar tekrar tekrar inceleyen Ege Universitesi
Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. Yesim ERTAN’a,
Calismamin kurgulanmasi ve istatistiksel analizlerin uygulanmasi siirecinde bilgi ve
destegini benden esirgemeyen, her asamada bana yol gosteren Ege Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Ogretim Uyesi Saym Prof. Dr. Ulkii KARABAY
YAVASOGLU’na

Tez izleme komitemde yer alan ve bilgileri ile calismami yonlendiren sayin Prof. Dr.

Hiiseyin TEZEL’e ve sayin Prof. Dr. Ozant ONCAG’a



Doktora egitimim siiresince bilgi ve deneyimlerini paylagarak pratik ve teorik olarak
gelismeme katkida bulunan, Ege Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti
Anabilim Dali’nin degerli 6gretim iiyelerine ve anabilim dali bagkani Prof. Dr. Fahinur
ERTUGRUL’a

Kisa siire de olsa tez izleme komitemde yer alan, her zaman 6grencisi olmaktan gurur
duydugum sayin Prof. Dr. Ertugrul SABAH’a,

Hayatim boyunca her zaman yanimda duran, maddi manevi destek ve sevgilerini
hi¢bir zaman esirgemeyen, bugiin oldugum insan olmami saglayan, deneyimleriyle
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Ozet

Subkronik Sodyum Floriir Toksisitesinin Ratlarda Histopatolojik Doku
Etkilerinin Degerlendirilmesi, Asetilkolin Esteraz, Siiperoksit Dizmutaz ve

Katalaz Enzim Aktivitelerine Etkisinin incelenmesi

Flor, kemik ve dis metabolizmasi i¢in dnem teskil eden ve disaridan alinmast
gereken elementlerden biridir. Koruyucu dis hekimliginde sistemik veya topikal flor
uygulamalar1 girisimsel olmayan ¢iiriik onleme yontemlerinin baginda gelmektedir.
Ancak flor aliminin, alinan dozdan bagimsiz olarak zararli etkileri olduguna yonelik
yaygin bir algi mevcuttur. Siganlar iizerinde yapilan bu ¢alismada, yiliksek dozda
sistemik flor aliminin organlardaki etkisini ve oksidatif stres parametreleriyle
iligkisini agiklayict bir model olusturmak amaclanmaktadir. Calismada her grupta 3
erkek ve 3 disi Wistar albino geng erigkin sican olacak sekilde 4 grup olusturulmus
olup, kontrol grubu digindaki tiim gruplara igme sularina eklenerek 3 ay siireyle
degisik konsantrasyonlarda sodyum floriir (NaF) verilmistir (50ppm, 100ppm,
200ppm). 3 ayin sonunda kan, karaciger, hipofiz bezi, tiroid bezi ve beyin doku
biyopsileri alinip histolojik inceleme yapilmis, oksidatif stres parametrelerinden
SOD, CAT ve AChE enzim aktiviteleri degerlendirilmistir. Elde ettigimiz sonuglara
bakildiginda; histopatolojik olarak tiim dokularda “doza bagli artan” bir paternde
patoloji izlenmistir. Sistemik alinan flor; yiiksek dozlarda oksidatif stres
parametrelerinde olumsuz degisikliklere neden olmustur. Bu durum histopatolojik
bulgular1 desteklemektedir. Ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05). Sonug olarak uzun siireli yiiksek dozda flor aliminin ratlarda oksidatif stres
sistemi fizyolojisinde bozulmalara yol a¢tig1 ve yumusak dokularda hasara sebep

oldugu soylenebilir.

Anahtar Kelimeler; Flor toksisitesi, histopatoloji, SOD, CAT, AChE
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Abstract

Evaluation of subchronic sodium fluoride toxicity on the histopathological effects
in tissues of rats and the effects on acetylcholine esterase, superoxide dismutase

and catalase enzyme activities.

Fluorine is one of the most important elements for bone and tooth metabolism and
must be taken from outside. Systemic or topical fluoride applications in preventive
dentistry are among the non-invasive caries prevention methods. However, there is a
widespread perception that fluoride intake has detrimental effects regardless of dose
taken. This study aims to provide an explanatory model of the effect of high dose
systemic fluoride intake on organs and its relationship with oxidative stress. In this
study, four groups were formed as three male and three female Wistar albino young
adult rats in each group and all groups except control group were given sodium
fluoride (NaF) at different concentrations (50, 100, 200 ppm) over drinking water for
three months. At the end of three months, blood, liver, pituitary gland, thyroid gland
and brain tissue biopsies were taken and histological examination was performed.
Oxidative stress parameters such as SOD, CAT and AChE enzyme activities were
evaluated. In the obtained results; a “dose-dependent increasing” pattern was observed
in all tissues, histopathologically. Systemic uptake of fluoride at high doses caused
negative changes in oxidative stress parameters. This supports our histopathological
findings, but no statistical significance was found (p>0,05). As a result, long-term high
doses of fluoride intake cause deterioration in oxidative stress system and soft tissue

damage.

Keywords; Fluoride toxicity, histopathology, SOD, CAT, AChE
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1.Giris

1.1Arastirmanin Problemi

Agizdan flor alimi, digleri ¢iiriikten korumak ve iskelet sistemini gili¢clendirmek
amactyla dogum sonrast 6. aydan baslayarak Onerilmektedir. Flor minenin
demineralizasyonunu inhibe edip remineralizasyonun artmasini saglamanin yani sira
ilerleyici sekilde dis minesi ile birleserek mine dis tabakalarinin sertlesmesine, yapi
bilesimlerinin degismesine yol acar. Su kaynaklarinda florlama yapilmayan veya igme
suyu flor diizeyi 0,7ppm alt1 olan yerlerde yiiksek c¢iiriik riskli ¢ocuklarda disaridan
flor takviyesi onerilmistir (Brothwell & Limeback, 2003). Ancak disaridan alinacak

flor dozuna diger flor rejimlerinin tiimden degerlendirilmesiyle karar verilmelidir.

Son yillarda yapilan arastirmalarda dislerin siirmesi oncesinde alinan sistemik flor
etkisinin ¢iirik tlizerinde topikal alinimla karsilastirildiginda daha az oldugu
sOylenmektedir. Ancak hala sistemik flor alimimimi destekleyen iilkeler mevcuttur
(Fomon, Ekstrand, & Ziegler, 2000; Franco ve ark., 2005; Levy ve ark., 2001; Pessan,
Silva, & Buzalaf, 2003; Ripa & Leske, 1985; Zohouri & Rugg-Gunn, 2000). Florun
toksik etkisinin dokular iizerindeki etkisi arastirilmaktadir. Ozellikle karaciger, beyin,

hipofiz bezi ve tiroid gibi tiim sistemi etkileyen organlar degerlendirilmelidir.

1.2 Arastirmanin Sorusu

Sistemik flor alimina bagli ortaya ¢ikan subkronik flor toksisite tablosunun karaciger,
beyin, hipofiz bezi ve tiroid dokular1 {izerine histopatolojik ve enzimatik etkileri

nelerdir?

1.3 Arastirmanmin Hipotezleri

Yiiksek doz sistemik flor alimimi karaciger, beyin, hipofiz bezi ve tiroid dokular
tizerine toksik etki yaratir. Hipofiz bezinde kalsifikasyonlara yol acar. Oksidatif stresi

artirir ve antioksidan sistemde bozukluga sebep olur.



1.4 Arastirmamin Varsayimlari

Tim canlilarda yiiksek dozlarda sistemik flor alinimi dokularda hasara yol agcar,
siganlarin dis hekimligi calismalarinda iyi bir deney modeli olusturmasindan yola
cikilarak organlarda histopatolojik degisimlerin incelenmesi s6z konusu oldugundan
herhangi bagka bir yontem hayvan ¢aligsmasinin yerine konulamamaktadir.

Arastirmanin varsayimlari, arastirmanin tiim asamalarinda arastirmacinin standardize
edemedigi ve dogrulugundan biiyiik 6l¢iide emin oldugu sartlarla ilgili durumlari ifade

eder.

1.5 Arastirmanin Simirhliklar

Hayvan deneyleri toksisite ¢alismalarinda istenilen kosullarin olusturulmasina olanak
sagladigr icin 6nemlidir. Elde edilen bilgiler asil hedef olan insanlara gore yalnizca

yorumlanabildigi i¢in tam gergekci sonuglara ulagilamayabilir.

1.6 Arastirmanin Amaci

Farkli dozlarda sistemik flor aliniminin karaciger, beyin, hipofiz bezi ve tiroid gibi
hayati 6nemdeki organlarda neden oldugu toksik etkiyi dlgmek ve yasamsal faaliyetin
diizglin devam etmesini saglayan enzimatik sistem iizerine etkisini gormek

amaglanmistir.



2. Genel Bilgiler

2.1 Flor

Flor, halojenlere ait 9 atom numarali ve 19 atom agirlikli bir elementtir (Fawell,
Bailey, Chilton, Dahi, & Magara, 2006). Reaktivitesi ve elektronegativitesi ytiiksektir
(G. M. Whitford, 1990). 1886’da Fransiz kimyager Moissan tarafindan kesfedilen flor
mat yesil-sar1 renkte, koroziv bir gazdir. Bilinen en reaktif elementtir, bu sebeple
oksijen ve asal gazlar disindaki tiim elementlere bilesik olusturur ve dogada serbest

halde bulunamaz (Fejerskov, Larsen, Richards, & Baelum, 1994).

2.1.1 Flor’un Dogada Bulunusu

Flor yeryliziiniin yaklasik 0,3gr/kg’1in1 olusturur; su, toprak, hava, bitki ve hayvanlarin
dokularinda farkli miktar ve bilesiklerde bulunur (Doull ve ark., 2006; Harrison,
2005). Yeryiiziinlin dogal yapisinda genelde kriyolit (Na3AIF6), florspar (CaF2) ve
florapatit (CalOF2(PO4)6) seklinde bulunur. Yiizey sularinda 0,01-0,3 mg/l
diizeyindeyken yer alti sularinda bu miktar 20-53 mg/I’ye kadar ¢ikabilmektedir.
Sulardaki flor diizeyi ¢evre kayalarin yapisina ve ortamda florlu bilesikleri igeren
minerallerin varligina gore degisir. Denizlerdeki flor diizey ise 1,2-1,5 mg/l

araligindadir (Natalia Ivanovna Agalakova & Gusev, 2012).

Yeralti sularmin flor diizeyi, florun dogal kaynaklari ¢esitli kayalar ve volkanik
aktivite olmasindan dolay1 sicakliga, ¢evre toprak ve kayalarin asiditesine ve
porozitesine ve cevredeki bilesiklerin oranma baghdir (Guan ve ark., 1998).
Endiistriyel ve volkanik alanlarda sularin sicakliginin artmasina bagl olarak sularin
flor oranlar1 30-50 mg/I’ye kadar cikabilmektedir (D'Alessandro, 2006). Florun
tarimda rodentisit-insektisit amagli ve antihelmintik olarak kullanilmasinin yani sira
endiistriyel aktivitelerde 6zellikle giiniimiizde giibre, agir metal, porselen, tugla, cam
ve ¢imento gibi kollarda kullanilmasi, yeralti sularinda flor diizeylerinin artmasina
neden olmustur ve flor igceren bilesikleri insan saglig1 agisindan 6nemli hale getirmistir
(Ando ve ark., 2001; Fidanci, Salmanoglu, Maragl, & Maragli, 1998; Luo, Liu, & Li,
2012).



2.1.2 Endemik Florozis Bolgeleri

2.1.2.1 Diinyada Endemik Florozis Bolgeleri

Diinyanin degisik alanlarinda sulardaki flor konsantrasyonu farklilik géstermektedir
(Doull ve ark., 2006; Mascarenhas & Mashabi, 2008; Viswanathan, Jaswanth, &
Gopalakrishnan, 2009). Yapilan arastirmalar diinyada 25 irktan yaklasik 200 milyon
kadar insanin florozisten etkilendigini ortaya koymustur. 1994 yilinda Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) i¢me sularindaki ideal flor miktarinmn 0,5-1 mg/l olmas1 gerektigini
belirtmis ve st sinir 1,5mg/l olarak sdylenmistir. Bu sinirlama baz alindiginda
Hindistan, Pakistan, Mogolistan, Dogu Afrika, Misir, Libya, Cezayir, Sudan, Kenya,
Tanzanya, Tiirkiye, Irak, Iran, Suriye, Afganistan, Meksika, Arjantin, Tayland ve Cin
icme suyu flor oran1 yiiksek olan bolgelerdir (Organization, 2004; Tekle-Haimanot ve

ark., 2006).

2.1.2.2 Tiirkiye’de Endemik Florozis Bolgeleri

Tiirkiye’de bazi bolgeler insanlar ve hayvanlar acisindan endemik florosiz
bolgeleridir; bu bolgeler genelde volkanik alanlar, flor rezervleri bulunan topraklar ve
sanayilerin ¢evreleridir (Atabey, 2005; Fidanci ve ark., 1998; Oruc, 2008; S. Varol,
Davraz, & Varol, 2008). Giliniimiize kadar yapilan ¢aligmalarda Tiirkiye’de tespit
edilen endemik florozis bolgeleri; Kirsehir, Isparta, Edirne-Habiller koyii, Van-
Asagryilanli Koyli, Van-Gokcekaynak Koy, Elazig, Nevsehir, Kayseri, Usak- Esme
Koy, Konya- Seydisehir, Mugla-Yatagan, Samsun-Vezirkoprii, Van-Caldiran, Agri-
Dogubeyazit, Aydin-Buharkent, Eskisehir- Beylikova ve Kizilcadren Kdyiidiir (Oruc,
2008; Orug, 2005; S. Varol ve ark., 2008).



2.1.3 Flor Alm Kaynaklar

2.1.3.1 icme Sular1

Icme sular1 canlilar i¢in en 6nemli flor alim kaynaklarindan biridir. Uluslararasi
standartlara gore icme sularinda bulunmasi ideal flor miktar1 0,5-1,5 mg/l aras1 bir
degerdir. Bu degerlerin iizerinde florozis meydana gelebilir (Doull ve ark., 2006;
Fawell ve ark., 2006). Hem yeralti hem yilizey sularinda mevcut olan florun
konsantrasyonu 0,7 ppm ve daha iizeri oldugunda i¢me suyu baslica flor kaynagi
olmaktadir, bu durum dogal nedenlerle olabilecegi gibi elektronik, cam, demir-¢elik
endiistrisi gibi sanayi atiklarinin desarjlarindan da kaynaklanabilmektedir (Ando ve
ark., 2001; Doull ve ark., 2006; Fawell ve ark., 2006; Richter, Kierdorf, Richards,
Melcher, & Kierdorf, 2011).

Toplum genelinde sulara 1 ppm kadar flor eklenmesinin ¢iiriik prevelansinda diisiis
sagladig1 gosterilmistir fakat daha sonra WHO florun kiimiilatif etkisini 6nlemek
amaciyla i¢gme sularinda flor konsantrasyonunun 0,5 ppm’de tutulmasin1 dnermistir
(Brambilla, 2001; Edition, 2011). Igme suyundaki flor konsantrasyonu ile dental
florozis arasinda pozitif bir iliski oldugu kabul edilmistir (Doull ve ark., 2006;
Maheshwari, 2006; Mandinic ve ark., 2010; Mascarenhas & Mashabi, 2008; B. Wang,
Zheng, Zhai, Yu, & Liu, 2004). Ciiriik prevelansinin azalmasiyla birlikte florozis
goriilme sikliginin artmasi, igme sularmma flor ekleme uygulamasinin yeniden

degerlendirilmesine yol agmistir (Parnell, Whelton, & O’mullane, 2009).

2.1.3.2 Diger Kaynaklar

Flor temelde organizmaya sindirim ve solunumla alinir. Diyetle alinan florun temeli
su ve yiyeceklerdir (Fawell ve ark., 2006; Murray & Naylor, 1996). Yiyeceklerde
genelde az miktarda flor bulunur. Standart olarak normal bir beslenme ile giinde 1-
4mg flor viicuda alinir (Organization, 2004). Florlu dis macunlar1 ve diger dis bakim
iriinlerinin kullanimi1 da bireyin giinliik flor alimina katkida bulunmaktadir (Tablo 1)
(Levy, Broffitt, Marshall, Eichenberger-Gilmore, & Warren, 2010; Martinez-Mier,
Soto-Rojas, Urena-Cirett, Stookey, & Dunipace, 2003; Marya, Dhingra, Marya, &
Ashokkumar, 2010). Deniz suyunun 1,2-1,5 mg/l oraninda flor icermesi dolayisiyla

balik ve diger deniz fiiriinleri flor agisindan oldukca zengin kaynaklardir. Gidalar



arasinda dogal sekilde en c¢ok flor iceren besin baliktir (Natalia Ivanovna Agalakova
& Gusev, 2012; Fawell ve ark., 2006). Bitkilerde inorganik-organik bilesikler halinde
olan flor en ¢ok ¢ay yapraklarinda bulunur. Cay bitkisi toprak ve havadan absorbe
ettigi floru yapraklarinda biriktirir. Yapilan caligmalar degisik tiir ve iilke ¢aylarinin
flor oraninin 23,6-550 mg/kg arasinda degistigini gostermistir (Natalia Ivanovna
Agalakova & Gusev, 2012; Wong, Fung, & Carr, 2003; Yi & Cao, 2008). Florlu dis
macunlari, agiz gargaralari, flor tabletleri ve damlalari, flor orani yiiksek sularla
sulanan sebze ve meyveler, bunlarla hazirlanan yiyecek, icecek ve meyve sulari, flor
ilave edilmis siitler, tuz ve bebek mamalar1 da diger flor alim kaynaklar1 olarak
listelenebilir (Berg ve ark., 2011; Fawell ve ark., 2006; Levy ve ark., 2010; Martinez-
Mier ve ark., 2003; Warren ve ark., 2009). Mama ile beslenen bebeklerin flor alimi
sadece anne siitii ile beslenenlerden fazladir. Protein bazli mamalarda siit bazli
mamalara oranla flor miktar1 daha yiiksektir. Doz asimini Onlemek agisindan
mamalarin disiik flor igeren sularla hazirlanmasi 6nerilir (Dean, Arnold, & Elvove,

1942).

3 yasin altinda asir1 flor alimi sonrasinda dental florozis goriilebilmektedir. 6 yagindan
kiigiik cocuklarda giinliik flor alim kaynaklar1 igme sulari, mesrubatlar, gidalar ve

yutulan dis macunlaridir (Do, Levy, & Spencer, 2012; Doull ve ark., 2006).

Uriin Flor Kullanilan Toplam flor
miktari(ppm) | miktar dozu(mg)

%?2 NaF soliisyon 9100 2-3ml 18-27

%10 SnF soliisyon 24250 2-3ml 49-73

%S5 NaF vernik 22600 0,5-1g 11-23

%1,23 APF jel 12300 3-4g 37-49

%9 SnF jel 22500 2¢g 45

%0,05NaF 226 10ml/giin 2,3

sollisyon(ev)

%0,2 NaF soliisyon(ev) | 910 10ml/hafta 9,1




%0,5 APF jel(ev) 5000 3-4g/kasik 15-20
%0,4 SnF(ev) 970 2g/firca 2
%0,22 NaF(macun) 1000 2g 2
%0,76 MFP(macun) 1000 2g 2
%0,145 NaF + MFP | 1450 2g 2,9
(macun)

Tablo 1. Yaygin kullanilan dental iriinlerin flor miktarlar

(Rugg-Gunn, Villa, & Buzalaf, 2011).

2.1.4 Flor Metabolizmasi

Florun viicuda girisi sindirim yoluyla bagirsaklardan gerceklesir. Insanlarda ve
hayvanlarda gastrointestinal sistemden basit diflizyon ile hizli bir sekilde emilir.
Emilimden kisa siire sonra kan flor diizeyi hizla artar ve 30-60 dakika icinde
maksimum plazma seviyesine ulasir. Dogada bilesik halinde bulunan florun serbest
radikal halinde sindirimi s6z konusu degildir, gidalarla tuz formunda alinmas1 emilimi
geciktirir ancak viicuda giren total miktar1 degistirmez. Florun kanda izlenmesi ile
birlikte emilim hiz1 ile ilgili bir fikir yiiriitiilebilir. Oral NaF alimin1 takriben florun
yaklasik %90’1 duodenum ve iist jejunumdan difiizyon ile emilir. intestinal emilim
mekanizmasi ve orani, mide asiditesine ve florun ¢oziintirliigline gore degisir. Asidik
mide ortamina giren flor genelde iyon haline doniiserek mukozadan gecer (Murray &

Naylor, 1996; Rugg-Gunn ve ark., 2011; G. M. Whitford, 1994).

Kalsiyum, aliiminyum ve magnezyum birlikteliginde alinan florun emilimi azalir. A¢
karnina alindiginda plazma pik noktasina 30 dakikada gelirken; yemekten 15 dakika
sonra alindiginda bu siire 60 dakikaya yiikselir. Pik siiresinin artmasi yani sira, gidalar
ile alindiginda pik konsantrasyonu da azalmaktadir (Browne, Whelton, & O'Mullane,

2005; Rugg-Gunn ve ark., 2011; G. M. Whitford, 1994).

Flor metabolizmasi emilim, dagilim ve eliminasyon olmak {izere 3 agamadan olusur.
Florlu bilesikler oral yolla alindiktan sonra gastrointestinal sistemden emilir ve

plazmaya taginarak tiim organizmaya yayilir. Plazmada bulunan flor sert ve yumusak



dokulara dagilir, ayn1 zamanda aligveris de s6z konusudur. Florun plazmadan
eliminasyonu ise temel olarak bobrekler tarafindan saglanmaktadir (Browne ve ark.,

2005; Dhar & Bhatnagar, 2009; Murray & Naylor, 1996; Rugg-Gunn ve ark., 2011).

Zamana gore flor metabolizma egrisi incelenirse flor farmakokinetigine ait 3 faz

tanimlanir.

1.Ani artig

2.0rtalama 60 dakika civar1 genel azalis
3.Sonrasinda yavaslayan azalma

Bu fazlar agizdan alinan florun farmakokinetik modelini olusturur, emilim ve dagilim
olduke¢a hizlidir ancak eliminasyon fazi ¢ok yavastir (Browne ve ark., 2005; Dhar &
Bhatnagar, 2009; G. M. Whitford, 1994).

2.1.4.1 Plazmada Flor

Flor plazmada iyonik ve iyonik olmayan olarak iki temel fazda bulunur. Bunlarin
tamamina total plazma floru denir. Saglikl1 bireylerde igme suyu flor orani ile plazma
flor orani arasinda korelasyon bulunur. Plazmada pM/l olarak mevcutken i¢cme
suyunda mg/1 olarak sdylenir. Agizdan alimindan sonra birkag dakika i¢inde plazmada
degeri artmaya baglar ve 30-60 dakikada en yliksek degerine ulasir. Plazma flor
diizeyi, alinan flor miktari, flor emilimi ve dagilan hacmi, kemik gelisiminin durumu,
kemik ¢Oziiniirliigii, iyonun iskelet sisteminden ve bdbreklerden eliminasyonu gibi
farkli faktorlerden etkilenmektedir (Tablo 2). Agizdan alinan flor, plazmadan
dagilarak kemik ve dis gibi kalsifiye olmus dokulara gecer ve buralarda birikir.
Plazmadaki flor ayn1 zamanda kemik havuzundan gelen flor miktar1 ile de degisebilir.
Plazmadaki deger viicuda alinan toplam flor iyonu miktariyla ilgilidir. Dokulardaki
deger homeostaz ile belirlenemez. igme suyunda 0,1ppm ve daha diisiik degerlerde
flor iceren bolgelerde ortalama plazma diizeyinin 0,4pumol/l (7,5ug/1) oldugu tespit
edilmigtir. Bu oran 0,9-1,0 ppm civar1 oldugunda plazma diizeyi yaklasik 1pumol/l
(19pg/l) oldugu goézlenmistir. Florun plazmadaki yarilanma omrii kisiden kisiye
degismekle birlikte ortalama 2-9 saat kabul edilmektedir (Natalia I Agalakova &
Gusev, 2011; Rugg-Gunn ve ark., 2011; Selwitz, Ismail, & Pitts, 2007).



Doku Doku-plazma flor orani
Bobrek 4,16
Karaciger 0,98
Akciger 0,83
Dil 0,69
Tiikiiriik bezi 0,63
Diyafram 0,61
Kalp 0,46
Deri 0,43
Yag 0,11
Beyin 0,08

Tablo 2. Ratlarda yumusak doku-plazma flor oranlar1 (Murray & Naylor, 1996).

2.1.4.2 Flor Eliminasyonu

Viicuda alinan flor ter, digki ve idrar yolu ile atilir. En 6nemli atim sekli idrardir.
Gilinliik alman florun %40-60 civart yaklasik 5 saat iginde idrarla viicuttan
atilmaktadir. Tiikiirtik ve anne siitiinde de diisiik miktarda bulunur. Flor eliminasyonu,
icme suyu konsantrasyonu 2 ppm ve daha diisiik oldugunda 0,1 mg/saat olarak
belirtilmistir (Mellberg & Ripa, 1983; Organization, 1994; Venkateswarlu, 1990; G.
M. Whitford & Ekstrand, 1990). Beslenme sekli, fiziksel aktivite ve rakim gibi
faktorler idrar pH 11 degistirerek flor metabolizmasini da etkilemektedir. idrar1 asidik
yapan durumlar viicuttan flor eliminasyonunu azaltirken, bazik yapan durumlar
eliminasyonu hizlandirir (Angmar-Ménsson & Whitford, 1990; Organization, 1994;
G. M. Whitford & Ekstrand, 1990).



2.2 Flor Toksisitesi

Optimal dozlarda uzun siireli flor alimi1 viicutta herhangi bir hasara yol agmazken tek
seferde ¢ok yliksek dozda alindiginda “Akut Flor Toksisitesi”, uzun siire optimal
dozdan biraz daha yiiksek flor alindiginda ise “Kronik Flor Toksisitesi” tablosu ortaya
cikar (Ermis ve ark., 2007; Parnell ve ark., 2009; Rugg-Gunn ve ark., 2011; G. M.
Whitford, 1990).

2.2.1 Akut Flor Toksisitesi

Tek seferde ve toksik doz kabul edilen 5Smg/kg kadar flor alim1 akut flor toksisitesine
yol agar. 3-5mg/kg flor alim1 sonucunda gastrointestinal semptomlar goriiliir. Bu tablo
karin agrisi, kusma, ishal, hipersalivasyon, hipokalsemi, kas spazmi ile karakterizedir
ve nadir goriliir (Kundu ve ark., 2015). Hafif seyreden zehirlenme durumlarinda
semptomlar 24 saat i¢cinde azalarak sonlanir. Asir1 olgularda bunlara ek olarak
kardiyak aritmi ve koma gdzlenir. Florun sinir dokularina etkisi konviilziyon, gérme
bozukluklari, parestezi ve bilingte bulanma olarak kendisini gosterir. 15-30mg/kg
dozuyla meydana gelen zehirlenmeler 6liimle sonuglanabilir (Hujoel, Zina, Moimaz,

& Cunha-Cruz, 2009; Kaminsky, Mahoney, Leach, Melius, & Jo Miller, 1990).

Akut zehirlenmede en ciddi bulgular solunum sisteminde ortaya ¢ikar. Baslangicta
uyarilan solunum sistemi sonrasinda deprese olur. Pulmoner ve laringeal 6dem
goriilebilir. Ani hipokalsemiye baglh kas fonksiyonlar1 ve pihtilasma mekanizmalari
bozulur. Anaerobik glikoliz enzimlerini, asetilkolinesteraz fonksiyonunu, magnezyum
ve ¢inko igeren enzimleri etkileyerek doku solunumunu bozar. Ca, Mg veya Al
tuzlarinin uygulanmasi haricinde tedavisi yoktur (Kundu ve ark., 2015; Mellberg &

Ripa, 1983; G. M. Whitford, 1992).

2.2.2 Kronik Flor Toksisitesi

Optimal dozun biraz iizerinde florun uzun siire alimmiyla ortaya c¢ikar. Diinya

genelinde endemik bolgelerde goriiliir ve insan sagligi i¢in tehlikelidir (Aoba, 1994;
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Berg ve ark., 2011; Bronckers, Lyaruu, & DenBesten, 2009; Browne ve ark., 2005;
Mellberg & Ripa, 1983). Endemik bolgelerdeki icme suyu flor konsantrasyonu,
buralarda yetisen ve bu sularla sulanan meyve ve sebzelerin tiiketilmesi, flor iceren
ilag ve dental iirlinlerin hatali kullanimi sonucu kronik flor toksisitesi olusur.
WHO’nun belirledigi 1,5ppm {izeri flor igeren sularin siirekli tiiketimiyle sert ve
yumusak dokularda florozisin sonuglari izlenebilir(Darchen, Sivasankar, Prabhakaran,

& Bharathi, 2016; Organization, 2004; Warren ve ark., 2009).

Flor sert dokularda birikir, buralardan beyin, karaciger ve bobrek gibi dokulara
yayilarak metabolik bozukluklara yol acar (Guan ve ark., 1998; Guan ve ark., 2000;
Gui, Ran, Li, & Guan, 2010; Kaur, Bijarnia, & Nehru, 2009). Sistemik olarak toksik
dozda flor aliminin viicuttaki en 6nemli etkisi hiicre bazinda temel enzim inhibisyonu
ile kalsifiye doku iizerinde meydana gelir (Fawell ve ark., 2006). Florun kalsifiye
dokular tizerindeki etkisi dental ve iskeletsel florozis olarak ortaya ¢ikar (Pamela
DenBesten & Li, 2011; Ding ve ark., 2011; Marya ve ark., 2010; Mascarenhas &
Mashabi, 2008).

2.3 Florun Sert Dokular Uzerine EtKisi

2.3.1 Dental Florozis

Dislerin gelisim asamasinda optimal doz tizeri flor alimina bagli, ameloblastlarda mine
formasyonunda hata sonucu olusan bir ¢esit mine hipoplazisidir (Aoba & Fejerskov,
2002; Mandinic ve ark., 2010; Mascarenhas & Mashabi, 2008; Vieira, Hanocock,
Eggertsson, Everett, & Grynpas, 2005). Minedeki flora bagl bu degisiklikler ilk kez
1916°da Black ve Mackay tarafindan eser elementlere maruz kalmanin bir sonucu
olarak one siiriilmiistiir, yapilan bagimsiz ¢alismalar sonucu bu tarz lekelenmelerin
goriildiigli bireylerin yasadiklar1 alanlardaki i¢gme sularinda yiliksek oranda flora
rastlanmigtir. Bu ¢alismalar takriben 1934’te Dean Florozis Indeksi gelistirmistir,
1942°de yaptiklar1 epidemiyolojik ¢alismalarla igme suyu flor orani ve dental florozis
derecesi arasinda anlamli bir iliski tespit etmislerdir (Dean ve ark., 1942). ilerleyen
yillarda pek ¢ok epidemiyolojik calisma daha yapilmistir ve sonuglar 1942°deki
caligmayla karsilastirildiginda hafif diizeyde dental florozis goriilme sikliginin

endemik boélgeler disinda dahi arttig1 goriilmistiir. Bunun sebebi olarak igme suyu
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disinda ¢ok erken macun kullanimu, flor tabletleri kullanimi, uzun siireli bebek mamasi
tilketimi gibi diger flor alim kaynaklar1 gosterilmistir (Buzalaf, Damante, Trevizani,

& Granjeiro, 2004; PK DenBesten, 1999; Hujoel ve ark., 2009; Levy ve ark., 2010).

Dental florozis temelde mineyi etkiler, dis ve i¢ mine tabakasinda hipomineralizasyon
sonucu meydana gelir. 2 yasindan kiiciik ¢cocuklarda yiiksek flor igeren dis macunu
kullaniminin florozis siddetini ve prevelansini arttirdigi bildirilmistir (Mascarenhas,
2000). Florozisin siddeti, alinan doza ve disin maruz kalimdaki gelisim evresine
baglidir. Dogumdan 8 yasina kadar olan siire en hassas donem olarak bildirilmistir

(Levy ve ark., 2010).

2.3.1.1 Dental Florozis’in Klinik Bulgulari

Klinik siddet, alinan dozla iliskili olarak farklilik gosterir. En hafif tipte dis ylizeyi
kurutuldugunda minede horizontal beyaz hatlar goriiliir. Daha siddetli durumlarda
hatlar daha belirgin ve genis hale gelmistir. Bu hatlar birleserek opak beyaz, diizensiz
alanlar olusturur. Siddet arttik¢a dis ylizeyi tebesirimsi beyaz bir goriintii alir. Cok
siddetli tablolarda mine yiizeyi korozyonlu gibi goziikiir. Morfolojik yapida bir
anomali bulunmamasina ragmen abrazyona karsi1 dayaniklilik azalmis oldugundan
bazi durumlarda sekil anomalilerine rastlanabilir. Florozisten etkilenmis dislerde
stirme sonrasi sarimsi-kahverengi renk degisiklikleri goriilebilir, bu durum organik
yapinin fazla olmasiyla ilgilidir (Ermis ve ark., 2007; Fejerskov ve ark., 1994; Rugg-
Gunn ve ark., 2011).

2.3.1.2 Dental Florozis’in Patogenezi

Yapilan ¢aligmalar flor enjeksiyonlart sonrasinda salgilanan matriksin daha amorf ve
cizgili oldugunu, normal mine matriksi ile karsilastirildiginda artmis kristaller arasi
bosluklar oldugunu ve kristallerin daha dagmik yerlestigini gostermistir. Siddetin
arttigi vakalarda i¢c mine dokusunda prizmasiz mineye rastlanir. Flor orani
yiikseldiginde prizmatik mine kesintiye ugramis ve prizmasiz mine olusmustur, florun
etkisi gectikten sonra prizmatik mine olusumu devam eder (Bronckers ve ark., 2009;
Browne ve ark., 2005; Yan, Zhang, Li, & Denbesten, 2007; Y. Zhang, Yan, Li, &

DenBesten, 2006). Flor, matriks proteinlerinin ¢oziilmesini engeller ve kristal
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biliylimesini inhibe edecek mekanizmalar olusturur. Ameloblastlarin salgiladigi
proteaz enzimini azaltir ve matriks proteinlerinin degredasyonunu diisiiriir; matriks
proteinlerine baglanan mine kristallerinin absorbsiyon kapasitesini, ylizey alan ve
ozelliklerini degistirir. Proteaz aktivitesi i¢in gerekli olan kalsiyum miktarini diigiiriir,
matriks endositozunu ve hiicre i¢i degregasyonu bozar. Ayni zamanda apoptozisi
artirir ve gé¢ eden mature ameloblastlart stimiile eder. Tiim bu mekanizmalar mature
ameloblastlarin sayisin1 ve mineralizasyon tamamlama kapasitesini azaltir. Bu degisik
faktorlerin  florozis olusumunda etkili oldugu gosterilmistir ancak temel
mekanizmanin hangisi oldugu belirsizdir (Bronckers ve ark., 2009; D. Lyaruu ve ark.,
2011; D. Lyaruu, Bervoets, & Bronckers, 2006; D. M. Lyaruu, Bronckers, Santos,
Mathias, & DenBesten, 2008; Robinson ve ark., 2004). Calismalar flor ve kalsiyum
arasindaki iligkiyi ortaya koymustur. Yiiksek amelogenin sentezinin kalsiyum
miktarina bagli olmasi ve kalsiyum varliginin depolanan mine tabakasindaki kristalize

biliylime i¢in mineral iyonlar1 saglamasi bunu agiklar (Tanimoto ve ark., 2008).

Kalsiyumun etkisi li¢ farkli hipotezle agiklanir. Baslangictaki mineralizasyonda
ortamda hizli tiiketime baglh kalsiyum eksilmesi matrikste yeni kristaller olusmasini
engeller. Diisiik florlu ortamda sekresyon fazindaki ameloblastlarin yapisi, ortamdaki
kalsiyum eksikliginden daha az etkilenmektedir. Bu durum da flor etkisine bagh
hipokalseminin daha etkili oldugunu gosterir. Bir diger hipotezde amelogeninler flora
baglanir ve kristallerdeki flor etkisi tamponlanir. Amelogeninlere direkt olarak
baglanamayacagi i¢in bu etki yonlendirilmis kalsiyum baglanmast ile ortaya ¢ikar. Son
hipotez ise amelogeninlerin florun mine formasyonunu arttirdigi alanlardaki pH’1
diizenlemesi ile florun direkt birikimini engellemesi, yiiksek kalsiyum fosfat miktari
ile hidroksiapatit oktakalsiyum fosfat hidrolizini tetikleyerek mine kristallerinin
biliylime oranini ¢ogaltmasi esasina dayanir. Bu islemler sonucu asidik bir matriks
ortami meydana gelir ve matriks hiicre etkilesimi tamamen degisir (Browne ve ark.,

2005).

Apatit kristalleri olusurken ortamda protonlar yogunlasir ve noétralize edilmeleri
gerekir. Amelogenin tamponlama sistemi yetersizse flora bagli pH diismesinin
amelogeninin fonksiyonunu etkileyecegi one siiriilmektedir. Amelogenin tarafindan
nétral pH’ta nano biiyiikliikte kiireler olusturulur, bu kiireler sekresyon fazinda kristal
alanlar1 kaplar ve kristaller aras1 molekiil seklinde davranir. Kaplanan alanlar

kristallerin C aks1 boyunca uzunlamasina biiylimesini saglar. Bu kiirecikler ayni
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zamanda pH 6-8 arasindaki degisimlere ¢ok hassastir. Notr pH’ta biiylik ¢okeltiler
olustururken 6’ya diistiigii durumlarda pargalara ayrilir ve matriks sivisini olusturur.
Bu sebeple hipermineralizasyon ve sonrasinda ortamin flora bagli asidiklesmesiyle
amelogenin etkilenir, hipomineralizasyon meydana gelir (Bronckers ve ark., 2009;
Sharma, Tsuchiya, Skobe, Tannous, & Bartlett, 2010). Plazma flor diizeyinin diisiik
oldugu durumlarda bu etkiler de kiigiik olur. Erken sekresyon safthasinda amelogenin
sentezi ¢ok azdir ve aprizmatik mine olusur. Flor varliginda bu alanlar daha ¢ok
mineralize olur ve ortam daha hizli asidiklesir. Benzer sekilde ge¢ sekresyon
sathasinda da amelogenin hidrolizi sirasinda kalsiyum ve flor pordz mineye hizla
diftize olur. Her iki donemde de diisiik amelogenin, protonlarin tamponlanmasi i¢in

uygun bir ortam olusturamaz (Akdogan ve ark., 2002; Bronckers ve ark., 2009).

2.3.2 iskeletsel Florozis

Kronik yiiksek doz flor alimina bagl, siddetli kemik deformite tablolariyla
karakterizedir (E. Varol & Varol, 2010). Florun o&zellikle biiylime ve gelisme
donemlerinde kronik alimi, iskeletsel dokularda flor tutulumuna ve patolojik
formasyonlara yol agmaktadir (Rugg-Gunn ve ark., 2011). Gelismekte olan kalsifiye
dokularda flor tutulumunun baglamasi intrauterin hayatta olur. Kemik onciil dokusu
cok vaskiilarizedir ve flor doku sivisiyla kolayca taginir. Florozisten en yiiksek oranda
etkilenen kemikler, metabolik aktivitesi yiiksek olan, hizl1 biiyliyen kemiklerdir; flor
alimmin en yiiksek oldugu donem aktif kemik formasyonu dénemidir. Osteopeni,
osteoskleroz ve osteoporoz gibi bulgular, deformiteler, spinal kord kompresyonu,

eklemlerde hipertrofi ve artirit ile karakterize bir tablo olusturur (Tamer ve ark., 2007).

2.4 Florun Yumusak Dokular Uzerine Etkisi

Uzun dénem flora maruz kalinmasinin, akut veya kronik fark etmeksizin organizmada
pek cok sistem tizerine etkili oldugu ortaya konmustur (P Mahaboob Basha, Puja Rai,
& Shabana Begum, 2011; Bouaziz, Croute, Boudawara, Soleilhavoup, & Zeghal,
2007; Kobayashi ve ark., 2009; Tao, Xu, & Wang, 2006; A. Wang ve ark., 2005; Xu,
Zhou, Zhang, Lu, & Li, 2010).
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2.4.1 Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistem

Oksijen molekiilii yasam i¢in vazgecilmezdir ancak metabolizasyonu sirasinda serbest
radikaller olarak bilinen son derece reaktif ara iiriinler olusur. Reaktif metabolitler
olarak da anilan bu molekiiller protein, lipit ve DNA gibi hiicrelere ait bilesenlere
zararhidir (P Mahaboob Basha ve ark., 2011; Mittal & Flora, 2006; Surh, 2005). Bu
zararlardan korunmak adina hiicreler reaktif metabolitleri noétralize eden
antioksidanlar liretir. Reaktif metabolitlerin olusma hizi ve nétralize olma hizi arasinda
bir denge olmas1 gereklidir; boylece hiicre olumsuz etkilerden korunur. Bu denge
reaktif metabolitlerden yana bozulursa hiicre i¢inde miktarlar1 artar. Bu artigin hiicre
fonksiyonlar1 {izerindeki olumsuz etkiye ve hasara “Oksidatif Stres” adi verilir,
besinlerin enerjiye doniistiiriilmesi sirasinda meydana gelen molekiiller sebebiyle

olusur (Shanthakumari, Srinivasalu, & Subramanian, 2004; Surh, 2005).

Ultraviyole 1sinlar, kimyasallar, ilaglar, radyasyon, stres, sigara, alkol gibi pek ¢ok
sebepten reaktif metabolitler olusabilir. Bu reaktif metabolitler ateroskleroz, kanser,
norodejeneratif hastaliklar, diyabet, serebrovaskiiler hastaliklar, renal yetmezlik,
anfizem, karaciger yetmezligi ve yaslanmaya bagl dejeneratif bozukluklar gibi pek

cok patolojinin olusmasina neden olur (Mittal & Flora, 2006, 2007).

Reaktif metabolitler ultraviole isinlar, radyasyon, uyusturucu, alkol, yiyeceklerde
bulunan toksik maddeler, pestisitler, anestezik maddeler, sigara,stres ve
elektromanyetik alanlar gibi eksojen kaynaklardan olusabildigi gibi mitokondrial
elektron transport sistemi, kiiclik molekiillerin oto-oksidasyonu, ketokolaminler,
flavinler, antibiyotikler, sitokrom p-450, fagositik hiicre aktivasyonu, peroksizomlarin
enzimleri, prostoglandin sentetaz ve lipid peroksidayonu gibi endojen kaynakli da

olabilir (Jakob & Reichmann, 2013).

Reaktif metabolitleri notralize eden baslica antioksidan enzimler katalaz, siiperoksit
dismutaz ve GSH-Px’tir (Guan ve ark., 1998). Glikoprotein yapisinda bir hemoprotein
olan katalaz enzimi yliksek konsantrasyonlarda hidrojen peroksit igeren ortamlarda
etkilidir, ortamdaki hidrojen peroksidi suya doniistiiriir. Daha diisiik oranda hidrojen
peroksit igeren ortamlarda ise GSH-Px gibi diger antioksiden enzimler devreye girer.
Etkileri benzer olmasma karsin katalaz, peroksizomlarda daha etkin iken GSH-Px

genelde sitozol ve mitokondrilerde daha etkindir (Shanthakumari ve ark., 2004).
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Stiperoksit dismutaz metaloenzim grubundan, siiperoksit radikallerinin hidrojen
peroksite doniismesini saglayan bir enzim grubudur. Radikal metabolitlerin zararl

etkilerinden hiicreyi koruyan en 6nemli enzimdir (Surh, 2005).

Bilesik formda florun kan-beyin bariyerini gectigi ve uzun donem ytiiksek dozda flora
maruz birakilan siganlarin beyin dokularinda biriktigi tespit edilmistir (Basha &
Madhusudhan, 2010; P Mahaboob Basha ve ark., 2011). Flor beyin dokusunda
nikotinik asetilkolin reseptorlerinde azalma, oksidatif stres ve DNA hasar1 gibi
norotoksik sonuglara yol agabilir (Gui ve ark., 2010; Y.-J. Liu, Gao, Wu, & Guan,
2010).

NaF seklinde alinan flor midede hidroflorik asite donlislip gastrik mukozada
irritasyona sebep olur; karin agrisi, bulant1 ve kusma gibi bulgular verir. Mukozada
meydana gelen hasar doku iyonlarinin konsantrasyonuna baglidir. 1,0-5,0 mmol/I aras1
flor konsantrasyonlarinin 15 dakika mide mukozasina penetrasyonunun etki esik

degeri oldugu kabul edilmektedir (Rugg-Gunn ve ark., 2011).

Kardiyovaskiiler sistem Tlizerinde temeldeki etki florun kalsiyuma baglanarak
hipokalsemiye sebep olmasi1 ve hipokalseminin dolayli yoldan tetani, kardiyovaskiiler
kollaps ve baskilanmis miyokard kontraktilitesine sebep olmasidir (Gessner, Beller,

Middaugh, & Whitford, 1994; Peters & Miethchen, 1996).
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3. Gere¢ ve Yontem

3.1. Calisma Gruplarinin Belirlenmesi ve Deney Protokolii

Bu calisma Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 24.01.2018
tarih ve 2018-012 say1l1 etik kurul onay1 alindiktan sonra Ege Universitesi Laboratuvar
Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama merkezinde, Ege Universitesi Tip Fakiitesi
Patoloji Anabilim Dali’nda ve Ege Universitesi Fen Fakiitesi Biyoloji Béliimii’nde

gerceklestirildi.

Calismada yaklasik 180-240 gram agirlikta Wistar albino cinsi 12 erkek, 12 disi olmak
iizere toplam 24 rat kullanildi. Ratlar Ege Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nden temin edildi ve bakimlar1 burada

gerceklestirildi. Ratlar her birinde 3 disi ve 3 erkek olacak sekilde 4 gruba ayrildi.

Hayvanlarin tiimii, slire¢ boyunca standart laboratuvar diyeti ile beslendi, oda sicaklig1
24+1 °C derecede tutuldu, deney siiresince uygun sekilde 1g1k almalari saglanan bir
ortamda 12 saat aydinlik-karanlik siklusu i¢inde ve gilinde bir kez temizlenen talas
altlikli kafeslerde ayr1 ayri olarak barindirildi. Yem ve sular1 ad libitum olarak verildi

(Resim 1).

Igme suyu olarak deney siiresi olan 3 ay boyunca igerigindeki flor orani bilinen ve
piyasadaki en diisiik oranlardan biri olan (<0,02 ppm) Erikli Su (Tiirkiye) tercih edildi.
50 ppm’lik ¢ozelti hazirlanirken 2 1t’lik balon joje igerisine hassas tartilan 0,442 g NaF
katis1 eklendi. 100 ppm’lik ¢ozelti hazirlanirken 2 1t’lik balon joje icerisine 0, 884 g
NaF katis1 eklendi. 200ppm’lik ¢ozelti hazirlanirken de 1,768 g NaF katis1 2 It Erikli
su igerisine balon jojede eklenerek karistirildi. Tiim bu soliisyonlar Ege Universitesi
Fen Fakiiltesi Analitik Kimya Boliimii 6gretim {iyelerinden destek alinarak fakiilte

laboratuvarinda hazirlandi.
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Grup I: Kontrol grubu igerigindeki flor orani bilinen (<0,02 ppm) i¢gme suyu (Erikli,
Tiirkiye) ad libitum verildi.

Grup II: Giinliik 50 ppm flor alacak sekilde NaF igeren igme suyu verildi.

Grup III: Giinliik 100 ppm flor alacak sekilde NaF iceren igme suyu verildi.

Grup IV: Giinliik 200 ppm flor alacak sekilde NaF igeren i¢gme suyu verildi.

BU HAYVANLARA

I suvermEYiniz: 1 [EEE

Resim 1. Hayvanlarin ayri kafeslerde bakimi, sularin sadece arastirmaci tarafindan

verilmesi saglandi.

Kontrol grubu disindaki gruplarda suyun erken bitmesi durumunda Erikli Su ad
libitum verildi. Caligmanin tiim siirecinde 1983 Helsinky deklarasyonunda bildirilen
hayvanlarda bilimsel ¢alismalar i¢in etik kurallara uygun davranildi. 3 ayin sonunda
tiim hayvanlara genel anestezik olarak Ketamin; 80 mg/kg intraperitoneal, Xylazine
10 mg/kg intraperitoneal yoldan verildi (Resim 2). Servikal dislokasyon ile sakrifiye
edildi.
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Resim 2. Sakrifasyon dncesi intraperitoneal ketamin uygulamasi

3.2 Orneklerin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Hayvanlardan kan 6rnekleri kalpten alindi ve heparinli tiiplere konularak 3000 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan serum, enzim analizleri igin ependorf tiiplerine
yerlestirilip ¢aligma giiniine kadar -80 °C’de saklandi.

Sonrasinda karaciger, hipofiz bezi, tiroid bezi ve beyin doku biyopsileri alind1 (Resim
3). Beyin ve karaciger biyopsilerinin bir kism1 ayrilarak ependorf tiipler i¢inde enzim
calismast icin yine -80 °C’de bekletildi. Geri kalan oOrnekler %4’liikk formol
cozeltisinde fikse edildi.
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Resim 3. Dekapitasyon sonrasi organ alimi

3.3. Enzimatik Analizler

3.3.1. Homojenizasyon

-80’de bekletilen tiipler ¢ozdiiriildii ve tartildi. 12,5 ml 100mM fosfat tamponu, 2,5 ml
10mM EDTA, 0,0255 gram magnezyum kloriir, 125 pl DTT, 125 ul PMSF ve 9,75 ml
dH20 karistirilarak homojenizasyon tamponu elde edildi. Her 1 gram 6rnek i¢in 3ml
homojenizasyon tamponu eklendi. Kuru buz icerisinde homojenizator ile par¢alanan
ornekler baska ependorflara kondu ve +4 °C’de 15 dakika 15000 g’de santrifiijlendi.
Elde edilen siipernatant, enzimatik analizler i¢in aliquatlara ayrildi ve testler yapilana

kadar -80°C’de saklandh.

3.3.2. Total Protein Tayini

Orneklerin total protein tayini hassasiyeti yiiksek Coomassie Blue yéntemi ile yapildi
(Gessner ve ark., 1994). Yontem, proteinlerin asidik-bazik gruplarinin boyalarla
etkilesmesi sonucu olusan renk degisimlerinin kolorimetrik olarak dlgiilmesi esasina
dayanmaktadir. Homojenize edilen 6rnekler 1/100 oraninda seyreltildi. Microplate

kuyucuklarina 12,5’ser pl 6rnek ve standart eklendi. Bradford standartlarinda 2mg/ml
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stok icin 0,002 BSA tartild1 ve 1ml distile su ile seyreltildi. 0,02 mg/ml standart: 2 ul
stok + 198 ul distile su, 0,04 mg/ml standart: 4ul stok + 196 pl distile su, 0,08 mg/ml
standart, 8 pl stok + 192 pl distile su, 0,16 mg/ml standart: 16 pl stok + 184 pl distile
su, 0,20 mg/ml standart: 20 pl stok + 180 ul distile su kullanilarak standartlar elde
edildi (Grafik 1). Kor i¢in yine 12,5 ul distile su kullanildu.

Bradford reagent hazirlanmasi i¢in 0,04 gram Coomassie Brilliant Blue (G250) tartild:
ve 50 ml %99’luk etanol ile ¢ozdiiriildiikten sonra tizerine %85°lik fosforik asit
eklenerek karistirildi. 800 ml distile su eklenip Whatman no:1 filtresi ile siiziildii ve
distile su ile 1 litreye tamamlandiktan sonra tiim kuyucuklara 237,5 pl eklendi. 250
ul’a tamamlanan Ornekler oda sicakliginda 10 dakika karanlikta inkiibe edilmesinin

ardindan 595 nm dalga boyunda Microplate Reader’da okutuldu.

BSA STANDART GRAFIGI
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Grafik 1. BSA standart grafigi

3.3.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Tayini

Stiperoksit dismutaz 1968 yilinda oksijenli solunum yapan canlilarda belirlenmistir.
Bu enzim; siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistimiinii
katalizler. Hidrojen peroksit daha sonra glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimi
aracilifi ile etkisiz hale getirilmektedir. Hiicre bdoliinmelerindeki siiperoksit

diizeylerini kontrol etmede 6nemli bir rol oynar (Rabinowitch & Fridovich, 1983).
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Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit
radikallerinin zararli etkilerine karsi korumaktir. Boylece lipid peroksidasyonunu
inhibe eder. SOD aktivitesi, yliksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku
pO2 arti1 ile artar. Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda
stiperoksit iiretimi olmasina ragmen bu enzim sayesinde hiicre i¢i sliperoksit diizeyi

diisiik tutulur. SOD’nin hiicre dis1 aktivitesi ¢ok diisiiktiir.

SOD, oksidatif enerji liretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit radikallerinin (O2-)
hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirir.

Kullanilan yontem ile SOD aktivitesinin belirlenmesi nitroblue tetrazolium (NBT) nin
indirgenmesi prensibine dayanir. Phenazine methosulfate (PMS)’nin konsantrasyonu
degistikce NBT’nin indirgenme orant degisecektir. NBT’nin baslangica gore
indirgenme oram da SOD aktivitesi ile iliskilidir. Ornekler icin SOD aktivitesi, NBT
konsantrasyonunu baslangic konsantrasyonuna gore %50 indiren konsantrasyon

olarak sunuldu (ICs).

Analiz anina kadar -80°C’de saklanan doku homojenatlar1 ¢6zdiiriildii ve buz iizerinde
+4°C’de calisilarak mikroplate igerisine asagida belirtilen hacimler pipetlenerek
deneme gerceklestirildi (Tablo 3). PMS, EDTA ve Fosfat Tamponu reaksiyonu
baslatan karisim oldugu i¢in taze hazirlanmasi gerekti, kor icerisinde PMS mevcut
degildi. Ornek kuyucuklarina asagida belirtilen hacimler ile &rnek pipetlendi kor
kuyucuguna ise fosfat tamponu pipetlendi. NBT nin indirgenme zamani1 5 dakika
oldugundan pipetleme isleminin ardindan 5 dakika inkiibasyon sonrasinda okumalar
spektrofotometre kullanilarak 560 nm’de absorbanslar 6l¢iildii ve enzim spesifik

aktivitesi hesaplandi.
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Kimyasal Maddeler Ornek (ul) Kor (ul)
I mM EDTA 20 20

0,62 mM NBT 20 20

0,98 mM NADH 20 20

50 mM Fosfat Tamponu 140 165
Ornek 25 0

0,33 mM PMS 2,5 0

50 mM Fosfat tamponu 20 22,5

I mM EDTA 2,5 2,5

Tablo 3. Kullanilan kimyasallar ve pipetleme miktarlar

3.3.4. Asetilkolin Esteraz (AChE) Enzim Tayini

Sinir uyarilariin iletilmesinde rol oynayan AChE siklikla norotoksisite indikatorii
olarak kullanilir (Muir ve ark., 1992). AChE enzim aktivitesi Ellman yontemi ile
Ol¢iildii (Ellman, Courtney, Andres Jr, & Featherstone, 1961). Beyin dokusundan
asetilkolin esteraz tayini i¢in spektrofotometrik bir 6l¢iim kullanildi. Agiltilkolinler,
kolinesteraz tarafindan yag asitleri ve tiokoline hidrolizlendi. Tiokolinin olugum orant,
sar1 anyon olusturan 5,5’-ditiobis-(2- nitro-benzoikasit)- DTNB-, 5-tio-2-nitrobenzoat
ve diger triinlerden olusan tiol grubunun siirekli reaksiyonuyla dl¢iildii. Sar1 anyonun
olusum oranit 405 nm’de spektrofotometrik olarak izlendi.

150 ml saf su i¢inde 1,919 gr Na2HPO4.2H-0 ve 0,348 gr. KH2PO. ¢oziildii, 200 ml’ye
tamamlanip pH kontrolii yapildi. 100 ml tampon ¢ozeltisinde 0,0107 gram DTNB
¢oziildii ve tamponlanmis Ellman’s reaktifi elde edildi.

100 ml distile su i¢inde 0,0155 gram asetilkolin kloriir ¢6ziildii ve hazirlanan tiim
soliisyonlar -80°C’den c¢ikartilan ve c¢ozdiirilen doku homojenatlartyla birlikte
mikroplatelere yliklendi. 405 nm’de 5’er dakika araliklarla O dakika, 5 dakika ve 10
dakika olarak ELISA plate reader ile 3 okuma yapildi.
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3.3.5. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesi Tayini

Enzimatik antioksidan savunma sistemindeki rolii nedeniyle 6nemli bir oksidatif stres
belirtecidir (Livingstone, 2001). 0,5M dibazik sodyum fosfat elde etmek i¢in 0,071
gram tartildi ve 100 ml’ye tamamlandi. 0,5M monobazik sodyum fosfat elde etmek
icin 0,069 gram tartild: ve 100 m1’ye tamamlandi. Iki ¢dzelti birbirine titre edildi ve
pH 7.0 olarak ayarlandi. Sonrasinda 0,001M EDTA bulunmasi i¢in yeni soliisyonun
hacmine gore tartildi, %3’liikk hidrojen peroksit, 9125 ul tampon ve 875 pl stok
hidrojen peroksit ile karistirildi.

Ornekler 240 nm’de kuvars kiivetlerde kinetik olarak 180 saniye boyunca okutuldu.

3.4 Histopatolojik Inceleme

Dokular 72 saat %4’liik formaldehit icerisinde bekletildikten sonra (Resim 4)

makrokesitleri alindi (Resim 5, Resim 6) ve asagidaki doku takip islemleri uygulanda.

Resim 4. Doku 6rneklerinin formaldehitte bekletilmesi
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Resim 5. Karaciger ve tiroid makro kesitleri

Resim 6. Beyin makro kesitleri
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3.4.1 Doku Takip Islemleri

e Akan suda yikama (4 saat)

e Dechidratasyon islemi; ornekler sirasiyla %70’lik alkolde Igece, %80’lik
alkolde 1 saat, %96’lik alkolde 1 saat, yenilenen %96’lik alkolde 1 saat,
%100’liik alkolde 1 saat ve yenilenen %100’liik alkolde 1 saat bekletildi.

e Seffaflastirma islemi; 6rnekler ksilende 2 kez 10 dakika bekletildi.

e Infiltrasyon islemi; drnekler 60°C’lik etiivde sirasiyla ksilen+boncuk parafin
icinde 1 saat, boncuk parafinde 1 saat ve sonrasinda yine boncuk parafinde 2
saat bekletildi.

e Dokularin parafin bloklara gdmiilmesi

e Bloklarin kesilmesi; parafin bloklardan mikrotom bicagr ile Sum’lik seri
kesitler alind1.

e Hematoksilen ve eosin boyama islemi; Ornekler deparafinizasyon islemi
sonrasinda ksilolde &nce 20 dakika sonra 10 dakika bekletildi. Iki ayr1 %96’ lik
alkol serisinde 5 dakika bekletildi. Sonrasinda %80’lik alkolde 10 dakika
bekletildi ve boyamadan once akan suda yikandi. Hematoksilen boyasinda 1
dakika bekletilerek asit-alkol karigimina batirilip ¢ikarildi. Bu kez eosin
soliisyonunda 1 dakika bekletildi ve suda 1 dakika yikandi. Tekrar %80’lik
alkolde 10 dakika ve iki ayr1 %96’lik alkol serisinde 20 dakika bekletildi. Son
olarak ksilol serilerinde 20 dakika bekletildi ve entellan ile kapatma islemi

gerceklestirildi.

3.5 istatistiksel Analizler

“SPSS for Windows” bilgisayar programi ile enzimatik bulgularin analizleri yapildi.
Grup ortalamalar1 arasinda anlamlilik Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.
P<0.05 ve alt1 anlamli kabul edildi. Intrakorelasyon analizleri Pearson Two-Tailed

testi ile gergeklestirildi.
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4. Bulgular

4.1 Histopatolojik Bulgular

4.1.1 Karaciger Bulgular:

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda (Resim 7, Resim 8) 50 ve 100ppm flor alan deney
gruplarinda tiim hayvanlarda karacigerde konjesyon ve hafif portal yangi ile polimorf
niiveli 16kosit (PNL) infiltrasyonu gézlenmistir. Yaygin balon dejenerasyon ve bazi
alanlarda fokal nekrozlar goriilmiistiir (Resim 9, Resim 10, Resim 11, Resim 12).

200 ppm flor alan deney grubundaki tiim hayvanlarda ayni patolojik bulgular artmis
sekilde mevcuttur (Resim 13, Resim 14, Resim 15).

Resim 7. Kontrol grubu karaciger dokusu (x20 biiyiitme)
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Resim 9. 50 ppm karaciger dokusu konjesyone damarlar (x10 biiyiitme)
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Resim 11. 100 ppm karaciger dokusu portal yangi(ok), balon dejenerasyon(a) ve
konjesyone damarlar(b) (x20 biiyiitme)
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Resim 12. 100 ppm karaciger olagan dokusu(a), portal yangi balon dejenerasyon(b)

ve konjesyone damarlar(c) (x20biiyiitme)

Resim 13.200ppm karaciger dokusu ¢ok belirgin balon dejenerasyon(a)(x20 biiyiitme)
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Resim 15. 200 ppm karaciger dokusu artmis fokal nekroz (x20 biiyiitme)
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4.1.2 Beyin ve Hipofiz Bezi Bulgularn

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda (Resim 16, Resim 17); 50 ppm flor alan deney
grubunda beyinde konjesyone damarlar ve kirmizi néronlar izlenmistir. Cerebellumda
purkinje hiicrelerinde hipoksik degisikliklere rastlanmistir.Graniiler hiicre tabakasinda
nekroz ve sayica azalma mevcuttur. Koroid plexus olagandir (Resim 18, Resim 19).
100 ppm flor alan deney grubunda tiim bu bulgularin artmis olarak izlenmesine ek
koroid plexus hiicrelerinde hiperplazi, beyin parankiminde mikroskobik odaklar
seklinde fokal infarkt alanlar1 ve nekroz tespit edilmistir. Graniiler hiicre yapisinda
belirgin anomali goriilmiistiir (Resim 20, Resim 21).

200 ppm flor alan deney grubunda tiim bulgular olduk¢a artmis sekilde izlenmektedir.
Ek olarak fokal gliozis alanlari, meningotelial hiicre proliferasyonu ve gruplar

olusturmus kirmizi néronlara rastlanmistir (Resim 22, Resim 23).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda (Resim 26, Resim 27) tiim gruplarda hipofiz bezi

olagandir, higbir patoloji saptanmamistir (Resim 28, Resim 29, Resim 30, Resim 31,
Resim 32).
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Resim 17. Kontrol grubu beyin dokusu (x20 biiyiitme)

Resim 18. 50 ppm beyin dokusu konjesyone damarlar (x20 biiyiitme)
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Resim 19. 50 ppm beyin dokusu cerebellum purkinje hiicrelerinde az sayida kirmizi

noronlar (x20 biiyiitme)

Resim 20. 100 ppm beyin dokusu fokal nekroz alanlar1 (x20 biiyiitme)
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Resim 21. 100 ppm beyin dokusu fokal nekroz alanlar1 (x10 biiyiitme)

Resim 22. 200 ppm beyin dokusu purkinje hiicrelerinde belirgin kirmiz1 dejenerasyon

(x20 biiyiitme)
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Resim 23. 200ppm beyin dokusu ¢ok belirgin kirmizi néron gruplasmalar1 (x10
bliylitme)

Resim 24. 200 ppm beyin dokusu sol tarafta olagan doku goriiniimii(a), sag tarafta

siddetli nekroz(b) (x10 biiyiitme)
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Resim 26. Kontrol grubu hipofiz bezi (x10 biiyiitme)
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Resim 27. Kontrol grubu hipofiz bezi (x20 biiyiitme)
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Resim 28. 50 ppm hipofiz bezi olagan goriintii (x10 biiyiitme)
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Resim 29. 100 ppm hipofiz bezi olagan goriintii (x10 biiyiitme)

Resim 30. 100 ppm hipofiz bezi olagan goriintii (x20 biiyiitme)

39



e
.na, .
0

«Q,.’u A - ~-:,
T E

Resim 31. 200 ppm hipofiz bezi olagan goriintii (x10biiyiitme)

200 ppm hipofiz bezi olagan goriintii (x20 biiyiitme)

Resim 32
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4.1.3 Tiroid Bezi Bulgular

Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda (Resim 33, Resim 34) 50 ppm flor alan deney
grubu tiroid bezi dokusunda folikiillerde sekil ve boyut farkliliklar: tespit edilmistir.

Tirositlerde yassilagma goriilmiistiir. Herhangi bir nodiil izlenmemistir (Resim 35).

100 ppm flor alan deney grubunda tiroid dokusu hiperplaziktir, tim bulgularin artmig

sekilde goriilmesi yani sira kii¢iik nodiiller de izlenmistir (Resim 36).

200 ppm F deney grubunda tiroid dokusunda siddetli hiperplazi, tirositlerde artmis
yassilasma ve folikiillerde sekil ve boyut farkliliklarinin yani sira hiperplastik

adenomatoid nodiillere rastlanmigtir (Resim 37).

e A o r -

Resim 33. Kontrol grubu tiroid bezi dokusu (x10 biiylitme)
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Resim 35. 50ppm tiroid bezi dokusu tirositlerde yassilagma (x10 biiyiitme)
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Resim 37. 200 ppm tiroid bezi dokusu adenomatoid ve selliiler nodiil (x10 biiyiitme)
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4.2 Enzimatik Sistem Bulgular

4.2.1 Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Dokulardaki toplam protein, yiiksek hassasiyetli Coomassie Blue (Gessner ve ark.,
1994) yontemi ile belirlenmistir. Temel biyokimyasal islemlerde spesifik aktivite
tanimi1 i¢in biyolojik drnegin protein miktarindan yararlanilir (aktivite/mg protein).
Tiim gruplarda karaciger dokusundaki toplam protein miktarlarinin kan ve beyin
dokularma gore daha yiiksek oldugu gdézlenmistir. Ancak tim uygulama gruplarinin
incelenen dokularindaki toplam protein miktarlar1 kontrol grubuna gore istatistiksel

anlamda 6nemli bir fark gostermemistir (p>0,05) (Tablo 4, Grafik 2).

PROTEIN KONSANTRASYONU (mg/ml) (ort = SEM)

GRUPLAR BEYIN KARACIGER KAN
50ppm 196+0,014 1122+0,011 1101+0,010
100ppm 184+0,018 1117+0,015 923+0,009
200ppm 192+0,019 1197+0,009 1060+0,013
K Grubu 187+0,011 1176+0,017 992+0,008
F 0.209 0.121 0.471

p 0.887 0.945 0.711

Tablo 4. Tiim gruplarda protein konsantrasyon degerleri (mg/ml)
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TOTAL PROTEIN MIKTARI mg/ml
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Grafik 2. Ornek dokular total protein miktar1 (mg/ml)

4.2.2 AChE Aktivite Bulgular

Bu enzim temelde karacigerde eksprese olan bir enzim olmadigindan tiim gruplarin
karaciger dokusunda AChE aktivitesi kontrol grubu ile ayni gdzlenmistir. Kan
dokusunda ise kontrol grubuna goére 50 ppm grubunda anlamli aktivite kaybi
gozlenirken, 100 ppm ve 200 ppm gruplari kontrole yakin aktivite gostermistir. Beyin
dokusunda 100 ppm grubu kontrole gore aktivite artis1 gosterirken, 50 ppm ve 200
ppm grubu ise kontrol grubuna goére anlamli aktivite kaybi gostermistir. Bununla
birlikte, tiim uygulama gruplarinin incelenen dokularindaki AChE miktarlar1 kontrol
grubuna gore istatistiksel anlamda 6nemli bir fark gostermemistir (p>0,05) (Tablo 5,

Grafik 3).
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AChE Aktivitesi (U/mg protein) (ort=SEM)

GRUPLAR BEYIN KARACIGER KAN

50ppm 29,898+0,0055 11,253+0,0226 1,894+0,0358
100ppm 34,945+0,0075 11,446+0,0020 2,471+0,0004
200ppm 30,886+0,0074 11,777+0,0027 2,228+0,0004
K Grubu 32,105+0,0089 11,572+0,0037 2,423+0,0030
F 0.220 0.084 0.958

p 0.880 0.967 0.458

Tablo S. Dokulardaki AChE miktar1 (U/mg protein)
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Grafik 3. Doku 6rnekleri AChE aktivitesi grafigi (U/mg protein)
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4.2.3 SOD Aktivite Bulgular:

SOD enzim aktivitesi sonuglarina gore beyin dokusunda 50 ppm ve 100 ppm

gruplarinda anlaml artig, 200 ppm grubunda ise enzim aktivite kayb1 mevcuttur.

Karacigerde her i¢ grupta da kontrol grubuna gore anlamli enzim aktivitesi dusiisii

gozlenmektedir bu da harabiyete bagl enzim aktivite kayb1 oldugunun gostergesidir.

Kan dokuda ise 50 ppm ve 200 ppm grubunda enzim aktivitesinde diislis gdzlenmekte,

100 ppm grubu aktivitesi kontrole yakin izlenmektedir. Bununla birlikte tiim

uygulama gruplariin incelenen dokularindaki SOD aktivitesi kontrol grubuna gore

istatistiksel anlamda 6nemli bir fark gostermemistir(p>0,05) (Tablo 6, Grafik 4).

SOD Aktivitesi (U/mg) (ort=SEM)

GRUPLAR BEYIN KARACIGER KAN

50ppm 3,207+0,0264 3,084+0,1322 1,356+0,0193
100ppm 3,555+0,0373 3,279+0,0849 1,535+0,0328
200ppm 2,92140,0018 3,16120,0899 1,369+0,0497
K Grubu 2,992+0,0064 3,398+0,0667 1,563+0,0325
F 1.704 2.097 1.486

p 0.243 0.179 0.290

Tablo 6. Doku 6rnekleri SOD aktivite degerleri (U/mg protein)
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SOD AKTIVITESI U/mg

50ppm 100ppm 200ppm K Grubu

w

N

=

mBEYIN mKARACIGER mKAN

Grafik 4. Doku 6rnekleri SOD aktivite grafigi (U/mg protein)

4.2.4 Katalaz (CAT) Aktivite Bulgular:

Katalaz enzim aktivitesi tiim dokularda ve tiim gruplarda zamana bagli olarak diizgiin
sekilde azalma gdstermistir. Tiim uygulama gruplarinin incelenen dokularindaki CAT
aktivitesi kontrol grubuna gore istatistiksel anlamda onemli bir fark gostermemistir

(p>0,05) (Tablo 7, Grafik 5, Grafik 6, Grafik 7).
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CAT Aktivitesi (U/mg) (ort=SEM) 0.dk.

GRUPLAR |BEYIN KARACIGER KAN

50ppm 1.1766+0.0708 0.7455+0.0285 0.5346+0.2140
100ppm 1.2368+0.1043 0.7508+0.1047 0.6983+0.1926
200ppm 1.1173+0.0912 0.6774+0.0216 0.6108+0.0899
K Grubu 1.2067+0.0301 0.7006+0.1517 0.6690+0.2300
CAT Aktivitesi (U/mg) (ort=SEM) 1.dk.

GRUPLAR |BEYIN KARACIGER KAN

50ppm 1.0823+0.0872 0.7346+0.0106 0.5360+0.2359
100ppm 1.1541%0.0929 0.7460+0.0438 0.6997+0.1919
200ppm 1.0737+0.0971 0.6822+0.0408 0.6177+0.0667
K Grubu 1.1667+0.0288 0.6942+0.1122 0.6636+0.2180
CAT Aktivitesi (U/mg) (ort=SEM) 2.dk.

GRUPLAR |BEYIN KARACIGER KAN

50ppm 0.5325+0.0887 0.3714+0.0555 0.2661+0.1135
100ppm 0.5617+0.0951 0.3782+0.0826 0.3492+0.2057
200ppm 0.5275+0.1003 0.3389+0.0957 0.3108+0.0705
K Grubu 0.5732+0.0294 0.35070.0399 0.3308+0.1304
CAT Aktivitesi (U/mg) (ort=SEM) 3.dk.

GRUPLAR |BEYIN KARACIGER KAN

50ppm 0.3488+0.0855 0.2464+0.1002 0.1768+0.0521
100ppm 0.3695+0.0934 0.2485+0.0686 0.2301+0.0891
200ppm 0.3462+0.1001 0.2257+0.0372 0.2060+0.0591
K Grubu 0.3779+0.0412 0.2318+0.1265 0.2192+0.0230
CAT Aktivitesi (U/mg) (ort=SEM) 4.dk.

GRUPLAR |BEYIN KARACIGER KAN

>0ppm 0.2603+0.0884 0.1855+0.0006 0.1320+0.0506
100ppm 0.2738+0.0939 0.1873+0.1045 0.1721+0.0949
200ppm 0.2577+0.0955 0.1703+0.0904 0.1530+0.0436
K Grubu 0.2813+0.0436 0.17220.0564 0.1642+0.0425
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CAT Aktivitesi (U/mg) (ort£SEM) 5.dk.

GRUPLAR |BEYIN KARACIGER KAN

50ppm 0.2048+0.0879 0.1476+0.0047 0.10630.0542
100ppm 0.2168+0.0923 0.1517+0.0981 0.1384+0.0208
200ppm 0.2042+0.0972 0.1364+0.0609 0.1229+0.0220
K Grubu 0.223140.0358 0.1402+0.0853 0.1310+0.0229

Tablo 7. Doku 6rnekleri siireye bagli CAT aktiviteleri
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Grafik 6. Zamana bagl karaciger dokusu CAT aktivite grafigi
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Grafik 7. Zamana bagl kan 6rnegi CAT aktivitesi grafigi
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4.3.4.1 Tiim Grup ve Organlardaki Katalaz Aktivitesinin Karsilastirilmasi

Tiim grup ve organlarda 0. dakika (Grafik 8), 1.dakika (Grafik 9), 2.dakika (Grafik
10), 3.dakika (Grafik 11), 4.dakika (Grafik 12) ve 5.dakika (Grafik 13) CAT aktivite
degisimleri karsilastirilmali grafikleri asagida gosterildigi gibidir.

CAT AKTIVITESi (U/MG) 0.DK.
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0,106300865

Grafik 8. Tiim grup ve organlarin 0.dakika CAT aktivitesi karsilagtirmali grafigi
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CAT AKTIVITESi (U/MG) 1.DK.
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Grafik 9. Tiim grup ve organlarin 1.dakika CAT aktivitesi karsilagtirmali grafigi
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Grafik 10. Tim grup ve organlarin 2. dakika CAT aktivitesi karsilagtirmali grafigi
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CAT AKTIVITESi (U/MG) 3.DK.
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Grafik 11. Tiim grup ve organlarin 3.dakika CAT aktivitesi karsilastirmali grafigi
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Grafik 12. Tiim grup ve organlarin 4.dakika CAT aktivitesi karsilastirmali grafigi
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Grafik 13. Tiim grup ve organlarin 5.dakika CAT aktivitesi karsilastirmali grafigi

55



5. Tartisma

Florun cok elektronegatif olmasi, negatif bir yiik alma egilimi oldugunu gosterir ve
cozeltilerde floriir iyonlar1 olusturdugu anlamma gelir. Midede oldugu gibi asidik
sartlarda hidrojen floriir’e (HF) dontistiiriiliir ve agizdan alinan florun %40°1 bu sekilde
mideden emilir. Biyolojik zarlardan floriir taginimi, 6ncelikle HF' nin iyonik olmayan
diflizyonu yoluyla gerceklesir. Yapay lipit ciftleyiciler ve pH elektrotlari ile yapilan
klasik caligmalar, HF' nin, suya benzer bir gecirgenlik katsayisina sahip, yiiksek
derecede gecirgen bir ¢ozelti oldugunu gostermistir. HF'nin kiiclik notr molekiili,
ayrigsmig floriir iyonundan ¢ok daha hizli hiicre zarlarina niifuz ediyor gibi
goriinmektedir, bu da daha fazla belirgin hiicre i¢i alimina neden olmaktadir (G.
Whitford ve ark., 1994). HF’ye membran gegirgenligi, florunkinden bes ila yedi kat
daha fazladir (Gutknecht & Walter, 1981).

Son zamanlarda yapilan caligmalar, aliman florun yaklasik %45'inin bagirsaktan
emildigini, bagirsaktan flor emiliminin pH' a daha az duyarli oldugunu ve
kolaylastirilmis diflizyon ile meydana gelebilecegini gdstermistir. Bu tiir tasiyici
proteinlerin bagka hiicrelerin zarlarinda da mevcut olup olmadigi bilinmemektedir
(He, Ganapathy, Isales, & Whitford, 1998). Ek olarak, hava yolu epitel hiicrelerinde
anyon kanallar1 yoluyla flor geg¢irgenligi gosterilmistir (Wilk-Blaszczak, French, &
Man, 1992) , ancak Gofa ve Davidson, florun osteoblastik hiicrelerde potasyum-
selektif iyon kanallarinin aktivitesini giliglendirdigini gdstermektedir (Gofa &
Davidson, 1996). Potasyum ve kalsiyum kanallarinin aktivitesi, flora bagli hiicre
aktivasyonundaki erken olaylarin ¢oguna aracilik edebilir. Yapilan calismalar flor
tasinmast i¢in pH derecesine bagli birkac tasiyict aracili mekanizma oldugunu;
bunlardan birinin difiizyonla HF seklinde flor alimini igerdigini; digerinde, flor, ice
dogru yonlendirilmis bir proton gradyan hiicrelerinin varliginda bir F-H + ko-
tastyicist veya F~OH membran degistiricisi ile membran1 gectigini gostermektedir
(Gutknecht & Walter, 1981) ; ancak bu konuyu netlestirmek i¢in daha fazla calismaya
ihtiya¢ vardir.

Alman flor miktarina kiyasla florla ¢oziinmeyen kompleksler olusturan yiiksek katyon

konsantrasyonlari, hipokalsemiye, magnezyum ve manganeze bagimli enzimlerin
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inhibisyonuna neden olan gastrointestinal flor emilimini belirgin sekilde azaltabilir (G.
M. Whitford, Pashley, & Garman, 1997).

Flor, hiicre zarindan kolayca gecebilen kalsiyum iyonlar1 olusturmak i¢in kalsiyum ile
birlesir. Florun etkisi hiicre dis1 kalsiyuma baghdir ve kanal aktivitesinin
kuvvetlendirilmesinin, harici kalsiyuma bagli oldugunu diisiindiiren kalsiyum kanali
bloke edici maddelerin bir kombinasyonu ile engellenebilir. Kanda emildikten sonra,
viicutta kolayca dagilir; kemik ve dis gibi kalsiyumdan zengin bdlgelerde birikir.
Bebeklerde, emilen florun yaklasik %80-90"1 birikir, ancak yetiskinlerde bu seviye
yaklasik %60' a diiser (Sireli & Biilbiil, 2004).

Flor, éncelikle idrarla atilir. Idrarla flor atilimi, HF konsantrasyonundaki bir diisiise
bagl olarak idrar pH" arttik¢a artar. Cesitli faktorler (6rnegin diyet ve ilaglar) idrar
pH'in1 etkileyebilir ve bu nedenle flor atilimi ve tutulmasini etkileyebilir (ATSDR,
2000).

Florun kemik ve diglerin stabilitesini artirmasi sebebiyle temel iz element olarak
goriilmesine kargin kronik maruz kalimin toksik etkilere sebep oldugu rapor edilmistir

(T. K. Das & Susheela, 1993; Krishnamachari, 1986).

Flor, zamana, konsantrasyona ve hiicre tipine bagl bir sekilde cesitli hiicresel etkiler
gosterir. Florun hiicrelerdeki ana toksik etkisi, enzimlerle olan etkilesiminden
kaynaklanir. Cogu durumda, flor bir enzim inhibitdrii gorevi goriir, ancak flor iyonlar1
bazen enzim aktivitesini uyarabilir. Mekanizmalar, etkilenen enzimin tiirtine baghidir
(Fluorkowych & Enzymov, 2005). Mikromolar seviyelerdeki flor, etkili bir anabolik
ajan olarak kabul edilir; c¢linkii hiicre ¢ogalmasini arttirir, oysa millimolar
konsantrasyonlarin, hem in-vivo hem de in-vitro ¢aligmalarda fosfataz enzimleri dahil
olmak {iizere birgok enzimi inhibe ettigi soylenmektedir.(Mendoza-Schulz ve ark.,

2009).

Hiicre-flor etkilesimi ile ilgili hiicre i¢i yolaklar hakkinda mevcut bilgiler, hiicre-flor
etkilesimlerinin altinda yatan molekiiler olaylarin karmasiklig1 ve ¢esitliligi nedeniyle
yetersizdir. Bununla birlikte, hiicre i¢i oksidatif diizey, gen ekspresyonu ve flor
maruziyetinin protein birikimi/trafik yonleri konusundaki c¢alismalardan 6nemli

sonuclar ¢gikmaktadir.
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Kronik florozisin birgok metabolik, fonksiyonel ve yapisal hasarlara neden oldugu
bildirilmistir. Arastirma verileri, florun protein salgilanmasini ve/veya sentezini inhibe
ettigini ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK), p53, aktivatdr protein-1 (AP-
1) ve niikleer faktor kappa B dahil olmak iizere proliferasyon ve apoptozda yer alan
farkli sinyal yolaklarini etkiledigini sdylemektedir (Karube, Nishitai, Inageda, Kurosu,
& Matsuoka, 2009; M. Zhang, Wang, Xia, & He, 2008).

Mitokondriler, flor da dahil olmak iizere farkli stres parametreleri i¢in hiicre i¢i anahtar
hedeflerdir (Anuradha, Kanno, & Hirano, 2001). Flor, insan bobrek hiicresi (Cittanova
ve ark., 1996), sican karaciger ve pankreas hiicresi (Dabrowska, Balunowska, Letko,
& Szynaka, 2004) gibi bircok mitokondri bakimindan zengin hiicrenin aktivitesini
degistirir. Bununla birlikte, flor kaynakli mitokondriyal hasarin mekanizmasi

hakkinda bilgi azdir.

Flor iyonlari, bir enzimin aktif merkezini ¢cevreleyen fonksiyonel amino asit gruplarina
baglanarak glikolitik yolun enzimlerini ve flor tarafindan inhibe edilmeye duyarli olan
Krebs siklusunu inhibe edici bir etkiye neden olabilmektedir. Na +/ K + -ATPazlar da
inhibe edilmektedir, bu durum ATP tilkenmesine ve hiicre zar1 potansiyelinde
bozulmaya neden olmaktadir. Bu yiizden flor iyonlari hiicresel solunumlari inhibe eder
ve ATP iiretimini azaltir. Ek olarak, NaF, insan gingival fibroblastlarinda ve sitokrom
C (cyt C) 'nin mitokondriden sitozole saliniminda bir artisa neden olur (Lee ve ark.,

2008).

Yiiksek dozda flora maruz kalma, ATP {iretiminin azalmasina ve dolayisiyla ADP,
AMP, GDP ve Pi'nin hiicresel seviyelerinin artmasina neden olur. Bununla birlikte,
cyt C'nin uzun siireli giiclii inhibisyonu, esansiyel ATP gerektiren reaksiyonlar i¢in
enerji saglamak tizere glikolitik ATP iiretimini yeterince aktive edemeyen hiicrelere
toksiktir. Kalict inhibisyon; endojen indiiksiyon ve nitrik oksidin (NO) aktivasyonu ile
sonuclanir. Ote yandan, NO, cyt C'nin oksijen igin goriiniir afinitesini azaltarak
mitokondriyal solunumu inhibe eder. Yiiksek dozda flora maruz kalma durumlarinda
NO indiiksiyonu pek ¢ok ¢aligmada belgelenmistir (Hassan & Yousef, 2009; G. Liu,
Chai, & Cui, 2003).
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Mitokondriyal membran potansiyelinin kaybi1 degerlendirildiginde, 1-2mM flora
maruz kalan pankreas 3-hiicrelerinde mitokondriyal hasar gézlenmistir.

Ayrica, lineer regresyon analizi, mitokondriyal membran potansiyeli kaybi ile 0.25-3
mM flora maruz kalan hiicrelerde siiperoksit olusum artis1 arasinda anlamli bir
dogrusal iligski oldugunu ortaya koymustur (Garcia-Montalvo, Reyes-Pérez, & Del
Razo, 2009).

Benzer sekilde, sigcanlarda subkronik flora maruz kalmanin, mitokondriyal
fonksiyonlarda bir diisiise ve spermatozoanin déllenme kabiliyetinde azalmaya neden
oldugu sdylenmistir (Izquierdo-Vega, Sanchez-Gutiérrez, & Del Razo, 2008).

Mitokondrinin reaktif oksijen tiirlerinin {iretiminin ana kaynagi oldugu ve flor
toksisitesinin reaktif oksidatif iiriin indiiksiyonu, NO olusumu ve hiicresel
antioksidanlarin oksidatif veri hasarina karsi korunmalarinin azalmasi ile iliskili

oldugu bilinmektedir (Karube ve ark., 2009) .

Flora maruz kalma, anyon siiperoksit (O2-) olusumunu arttirir; O2-—
konsantrasyonunun artmasi sonucu olusan hidrojen peroksit, peroksinitrit ve hidroksil
gibi radikallerin, florun etkilerine aracilik etmesinde 6zellikle 6nemli oldugu tespit

edilmistir (Garcia-Montalvo ve ark., 2009; Izquierdo-Vega ve ark., 2008).

Ayrica, flor NO olusumunu artirir, peroksinitrit olusturmak i¢in stiperoksitle, nitrosil
eklentileri olusturmak icin proteinlerdeki tioller ve metal merkezleriyle reaksiyona
girebilir. Disiilfit bag olusumu ile etkilesime girerek endoplazmik retikulumda (ER)
yanlig katlanmis proteinlerin birikmesine bagli ER stresine ve reaktif oksidatif iiriin
(ROS) iiretimine neden oldugu gosterilmistir. ROS diretimi, makromolekiil
oksidasyonuna, lipit peroksidasyonuna, mitokondriyal membran depolarizasyonuna
ve apoptoza yol agmaktadir. Antioksidan tedavisi stirekli olarak flor maruziyetinin
neden oldugu lipid peroksidasyonundan hiicreleri korur; bu da oksidatif / nitrosatif
hasarin florun ana etki sekli oldugunu diistindiirmektedir (Hassan & Yousef, 2009; G.
Liu ve ark., 2003; SIRELI & Biilbiil, 2004).

Florun sitotoksik etkileri tiim hiicre tiplerinde ortaya ¢ikar. Bununla birlikte, zamana

ve konsantrasyona bagli tepkiler hiicre tipine gore farklilik gosterir. Nekroz goreceli
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olarak yiiksek flor konsantrasyonlar1 varliginda birincil hiicre 6limii mekanizmasi

olarak g6zlenmistir (Ghosh, Das, Manna, & Sil, 2008).

Flor bilesikleri dis ¢iiriigiinden korunmada ve ¢iirtigiin kontroliinde 6nemlidir. 1950’1i
yillara kadar florun sistemik aliminin en yiiksek etkiye sahip oldugu diisiiniiliiyordu
ve bu etkinin mine gelisim asamasinda hidroksilapatit kristallerine baglanmasi ile
gerceklestigi sdylenmekteydi. Ciiriik olusumu ve siddetini azaltmaya odaklanildigi
icin florozis ikinci plana atilmisti (Aoba & Fejerskov, 2002; Bronckers ve ark., 2009;
Browne ve ark., 2005; Featherstone, 1999; Fejerskov ve ark., 1994; Fincham,
Moradian-Oldak, & Simmer, 1999).

Literatiirde hayvan hiicreleri lizerinde in-vitro calismalarda carpicit sonuclar elde
edilmistir. Ornegin; farelerin pankreas beta hiicrelerinin (3TC-6) 12 saat boyunca 1,35
ve 2,5 mM flora maruz birakildigi bir calismada O2- iiretiminde artis, SOD
aktivitesinde ve mitokondrial membran potansiyelinde azalma tespit edilmistir, bunun
nedeni olarak mitokondriyal disfonksiyonun yiiksek ROS iiretimini tegvik edebilmesi
ve bunun tersinin de kisir bir dongii olusturmasi gosterilmistir. Mitokondrinin, sican
pankreas da dahil olmak iizere bir¢ok organda flor toksisitesinin ana hedefi olabilecegi
belirtilmistir. Flor maruziyetinin ATP {retimini azalttig1, sadece ATP tiikenmesine
degil ayn1 zamanda hiicrenin membran potansiyelindeki bozulmalara da neden oldugu
sOylenmistir, ¢clinkii milimolar konsantrasonlarda dahi F— Na + / K + -ATPazlar1 ve
ayrica hekzokinaz, enolaz ve piruvat kinaz gibi glikolitik yollardaki enzimleri inhibe

edebilir denmistir (Garcia-Montalvo ve ark., 2009).

Sicanlarin primer hipokampal néronlarinin 24 saat boyunca 1,05, 2,1 ve 4,2 mM flora
maruz birakildig1 bir ¢alismada O2- {iiretiminde artis, SOD aktivitesinde azalma
goriilmiistiir. Florun, primer hipokampal néronlarda 80 ve 160 mg/l NaF’ye maruz
kalmasiyla bariz bir “doza bagimli iliski” sergileyen hiicre oliimiinii indiikledigi
gosterilmistir. Ozellikle 160 mg/l grupta, hiicrelerin ¢cogunlukla 61diigii ve hayatta
kalma oraninin sadece% 39.8 + 3.0 oldugu belirtilmistir, bu yiizden MTT testinin
sonuglarina gore, sonraki deneylerde 20, 40 ve 80 mg/1 konsantrasyonlarindaki NaF
kullanildig: belirtilmistir (M. Zhang ve ark., 2007). Biz de beyin doku 6rneklerimizde
doza bagli hiicre 6liimleri ve fokal nekrotik alanlar tespit ettik, bu bulgular ¢alismamizi

desteklemektedir.
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Fare hepatositlerinin 1 saat boyunca 100mM flora maruz birakildig: ve arjunolik asidin
koruyucu etkisinin incelendigi baska bir ¢alisma sonucu O2- iiretiminde artis, SOD ve
CAT aktivitesinde ise azalma goriilmiistiir. Bununla birlikte hiicrelerin arjunolik asit
ile 6n tedavisi, hepatositleri bu oksidatif yikimdan korur denmistir. Arjunolik asidin
florla eszamanli olarak eklenmesinde de benzer bir sonu¢ gozlendigi bildirilmistir
(Ghosh ve ark., 2008). Calismamizdaki tiim gruplarda CAT aktivitesi ve SOD
aktivitesi kaybi1 bulgularin1 desteklemektedir.

In-vivo hayvan g¢alismalar1 incelendiginde; Sireli ve Biilbiil 2004’te erkek albino
guinepiglere 250mg/kg subkutan NaF uygulamis ve 8 saat sonunda sakrifiye ederek
kanda NO iiretiminin artmis oldugunu gdstermistir. Bununla birlikte, bu ¢alismada,
NaF uygulamasindan sonra kontrol grubuna gore deney gruplarinda goriilen
hemoglobin ve hematokrit degerleri ve eritrosit sayisinda énemli diisiislere ek olarak
methemoglobin  degerlerinde goreceli artis, anemik hipoksi gdriintiisiinii
gostermektedir. Ayni sekilde, mililitre bazinda yapilan OSlgiimlerle elde edilen
bulgular, anemik hipoksinin bulgularidir. Ek olarak dolagimdaki kontrolsiiz
durgunluk, damarlardaki kanin yavaslamasi ve dolasim nedenlerinden dolay1 hipoksi,
NO olusumundan sonra kaginilmaz nihai zehirlenme bulgularidir. Bu baglamda
solunum sikintis1 sonrasi kalp yetmezligi ve kalbin is ylikiindeki artistan kaynaklanan
miyokard enfarktiisli, flor zehirlenmesi bulgular1 arasinda belirtilmistir (Sireli &
Biilbiil, 2004). Biz de o6zellikle beyin doku o6rneklerinin histolojik incelemesinde
hipoksik degisikliklerle karsilastik. Bu durum flor toksisitesinin genel bulgulariyla
eslesmektedir.

Izquierda-Vega ve arkadaslarinin 2008°de erkek Wistar sicanlara oral yoldan giinde
Smg/kg flor uygulayarak fertilitenin azalmasini degerlendirdigi ¢alismanin sonunda
O2- iiretiminde artig, SOD aktivitesinde ve mitokondrial membran potansiyelinde
azalma tespit edilmistir. Flora maruz kalmanmn spermatozoa fertilizasyon
kapasitesinde bir azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. Verimlilikteki azalmanin,
akrozom reaksiyonundan ge¢me kabiliyeti membran fiizyonuna bagli oldugundan,
toplam membran akiskanlig1 ve biitiinliigli kaybina yol acacak olan plazma zarinin
oksidatif hasarindan kaynaklanabilecegi sdylenmistir. Bu durum déllenme ile iligkili

membran fiizyon olaylarinda rekabet edebilecek olan spermatozoa sayisini
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azaltacaktir, boylece genel dogurganlik azalacaktir denmistir (Izquierdo-Vega ve ark.,

2008).

2006°da erkek swiss farelerde sularda yaygin olarak birlikte bulunan arsenik ve florun
etkisini incelemek amactyla yapilan bir ¢alismada, 4 hafta boyunca arsenik verilmesini
takiben yine 4 hafta boyunca 5mg/kg flor oral yolla verilmis ve biyokimyasal
degiskenler tizerine etkileri incelenmis; eritrositlerde ROS iiretiminde artis, SOD ve
CAT aktivitelerinde azalma goriilmistiir. Kombine maruz kalma sirasinda toksik
etkilerin sadece arsenik veya florun etkisine kiyasla daha az belirgin oldugu
gbzlemlenmistir. Baz1 durumlarda, arsenik ve flora birlikte maruz kalmanin ardindan
antagonistik etkiler kaydedilmistir (Mittal & Flora, 2006). Bu bulgular bizim
calismamizda tiim gruplarimizda tespit ettiimiz SOD ve CAT aktivite azalmasini

destekler niteliktedir.

2007°de calisma gelistirilmis, swiss albino erkek farelerde 3 hafta boyunca igcme
sularindan 50mg/1 flor ve arsenik verilmesi sonucu ROS iiretiminde ve karaciger CAT
aktivitesinde artis, kanda SOD aktivitesinde azalma goriilmiistiir. Arsenik ve flora
birlikte maruz kalma sirasinda E vitamini takviyesi, bozulmus antioksidan
enzimlerinde ve ROS seviyesinin azalmasinda sadece orta diizeyde bir iyilesme
saglamig, ancak bozulmus esansiyel metal konsantrasyonu, ozellikle kalsiyum
seviyesi, E vitamini uygulamasina daha olumlu cevap vermistir. Arsenik ve florun
birlikte alinmasmin, bu maddelerin bireysel toksik etkileriyle karsilagtirildiginda,
hayvanlar i¢in daha az toksik oldugu ve birlikte alim sirasinda E vitamini takviyesinin,
bozulmus biyokimyasal degiskenlerin geri kazanilmasinda sadece sinirli yarar1 oldugu
sonucuna varilmistir. Pro-oksidan / antioksidan dengeyi korumak ve viicut arsenik
deposunu azaltmak ancak esansiyel metal dengesinin korunmastyla saglanmaktadir ve
E vitamini uygulamasi buna yardimda 6nemli bir rol oynamaktadir denmistir (Mittal

& Flora, 2007).

2009’da daha da detaylandirilan ¢calismada; erkek swiss fareler 10 hafta boyunca icme
suyundan 50mg/1 flor ve arsenige maruz birakilmig; ROS {iretiminde artis, SOD ve
CAT aktivitesinde azalma gozlenmistir. Arsenik ve flora bireysel maruz kalmanin,
asirt ROS firetilmesi sonucu ortaya ¢ikan beyin biyojenik aminlerini degistirerek

noronal hasara yol actig1, bu toksik maddelere birlesik maruz kalmanin her zaman daha
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belirgin toksisiteye yol agmadigi ve ilging bir sekilde bazi antagonistik etkiler
gosterdigi One siiriilmiistiir. Karbonil grubunun oksijen atomu ve amid grubunun
hidrojen atomu, DNA molekiiliinde, arsenik veya flor tarafindan olas1 baglanma
bolgeleridir; tek tek veya kombinasyon halinde arsenik ve flora maruz kalma
durumunda nérolojik bozukluklart ve DNA hasarmi geri almak i¢in E vitamini

takviyesi Onerilebilir denmistir (Flora, Mittal, & Mishra, 2009).

Albino sicanlara 4 ay boyunca igme suyundan 100mg/l flor uygulanmasi sonucu
plazmada absorbik asit seviyesinde artis, iirik asit seviyesinde azalma; eritrositlerde
SOD aktivitesinde azalma, beyin ve karacigerde ise sadece lipid peroksidasyonunda
artis gozlenmistir. Bu enzimlerin aktivitesindeki azalma, flor zehirlenmesi tarafindan
ortaya ¢ikan oksidatif strese bagl olabilir denmistir. Bu nedenle, yiiksek flor igeren
icme suyu aliminin, doku hasarina ve diger ikincil komplikasyonlara neden olabilecek
serbest radikal olusumuna yol agabilecegi sonucuna varilmistir (Shanthakumari ve

ark., 2004).

Baska bir ¢alismada albino erkek siganlara farkli flor dozlarinin kan ve doku oksidatif
stres ve apoptoz iizerindeki etkilerini arastirmak icin, 10, 50 ve 100 ppm flor 10 hafta
stireyle igme sularindan verilmis; kan, karaciger, bobrek ve beyinde ROS {iretiminde
artis tespit edilmistir. Yumusak dokularda oksidatif stres kaniti goriilmemistir.
Beklentinin aksine, 50 ve 100 ppm flor maruziyeti yumusak dokularda daha belirgin
bir toksisite liretmemistir. Bununla birlikte, kanda anlamli derecede yiliksek ROS
konsantrasyonu goézlemlenmistir. Flora maruz kalma herhangi bir apoptoz belirtisi
iiretmemistir. Bu biyokimyasal gozlemleri desteklemek ve florun olast etki
mekanizmasini belirleyebilmek i¢in beyin dokularmin IR spektrumlar1 kaydedilmis,
spektrumlarin sonuglari, 10 ppm flora maruz kalan hayvanlarda -OH grubunun
karakteristik pik noktasinda 6nemli bir kayma oldugunu gostermis, ancak daha yiiksek
dozlarda, kayma minimal olarak bulunmustur. Bu nedenle, flora bagl toksisitenin,
ozellikle nispeten diigiik bir maruz kalma seviyesinde oksidatif stres yoluyla
toksisiteye aracilik ettigi, ancak daha yiiksek dozlarda, hareket tarzinin hala belirsiz
oldugu ve daha fazla arastirma gerektirdigi sonucuna varilmigtir (Chouhan & Flora,

2008).
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2010’da bu calisma gelistirilmis; yine Wistar albino erkek siganlarda farkli flor
konsantrasyonlarinin biyosentetik yolak, oksidatif stres, norolojik degisiklikler ve
bunlarin histopatolojik degisiklikler ile korelasyonu tizerindeki etkisini aragtirmak i¢in
hayvanlara 12 hafta boyunca i¢me suyundan 1,10,50 ve 100mg/l flor uygulanmas,
kanda, karacigerde bobreklerde ve beyinde ROS firetiminin arttifi gozlenmistir.
Oksidatif strese neden olan serbest radikallerin katilimini diistindiiren, 50 ve 100 ppm
grubunda kanda ROS seviyesinde 6nemli bir artig gézlenmis, ardindan yiiksek dozda
(100 ppm) diisiik ROS seviyesi izlenmistir. Bobrek ve beyinde de, ROS seviyesi, 50
ppm flora gore anlamli sekilde daha yiiksektir, ardindan 100 ppm uygulanan grupta
marjinal bir tiikenme tespit edilmistir. 100 ppm dozunda florun yumusak dokularda
reaktif oksijen tiirleri iiretmedigini ve viicutta metabolize olabilecegini One
stirmiislerdir. Daha yiiksek dozlarda florun biyomolekiiller ile etkilesime girmemis
olmas1 ve dolayisiyla ROS'ta doza baglh bir artis olmamasi da miimkiin olabilir
denmistir. Siganlarda on iki haftalik flora maruz kalma, beyinde 6nemli bir
norotransmiter olan AChE ‘de belirgin bir artisa neden olmustur, ayn1 zamanda yiiksek
diizeyde flora maruz kalan gruplarda 6grenme ve hafiza kaybina yol acan beyin AChE
aktivitesinin arttig1 bildirilmigstir. Flora maruz kalan hayvanlarda AChE'nin artan
aktivitesi, florun enzim katalizi i¢in gerekli olan iki veya daha fazla hidrojen dondrii
ile etkilesimi nedeniyle olabilir denmistir. Beynin hipokampal bdlgesi disindaki tiim
doku kesitlerinde hasar, 100 ppm ile tedavi edilen grupta kiyasla, 10 ve 50 ppm flor
ile muamele edilmis gruplarla karsilastirildiginda daha belirgin bulunmustur.
Histolojik degisikliklerden elde edilen sonuglar, yiiksek konsantrasyonda florun daha
fazla toksik etki gdsterdigini ve yumusak dokulara zarar verdigini ortaya koymustur.
Bu histopatolojik incelemeler ayrica yumusak dokularda flor konsantrasyonuna bagh
biyokimyasal gozlemlerin sonuglarin1 da desteklemektedir. (Chouhan, Lomash, &

Flora, 2010).

Biz de ¢alismamizda beyin SOD enzim aktivitesinde 50 ve 100 ppm flor alan grupta
anlamli bir artis gozlerken 200 ppm flor alan grupta enzim aktivite kaybi oldugunu
gordiik. SOD, oksidatif enerji liretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit radikallerinin
hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandiran bir enzim oldugu
icin bu durum 200 ppm flor alan grupta yaygin nekrozlar goriilmesiyle ve hiicre
faaliyetinin biiyiik oranda bozulmasiyla iligkilendirilebilir. Karacigerde her 3 grupta

da kontrol grubuyla karsilastirildiginda enzim aktivitesinde diigiis gdzlenmistir; bu
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durum harabiyete bagli enzim fonksiyon kaybini gosterir. Kan oOrnekleri
incelendiginde 50 ve 200 ppm’ de enzim aktivite kaybi, 100 ppm’ de ise kontrole yakin
bir tabloyla karsilasilmigtir. Bu durum Chouhan ve arkadaslarinin yaptiklart ¢alisma

bulgulariyla benzerdir (Chouhan ve ark., 2010).

Flor eger norotoksik bir dozda uygulanirsa AChE enzim aktivitesinin azalmasi
gerekmektedir. Doku orneklerimizde AChE enzim aktivitesini inceledigimizde
karaciger AChE aktivitesi tiim gruplarda kontrol grubuyla ayni bulunmustur. Bunun
sebebi olarak AChE’nin temelde karacigerde eksprese olan bir enzim olmamasini
gosterebiliriz. Kanda ise kontrol grubuna gore 50 ppm grubunda anlamli aktivite kayb1
gozlenirken, 100 ve 200 ppm gruplar1 kontrole yakin aktivite gostermistir. Beyin
dokusunda 100 ppm grubu kontrole gore aktivite artis1 gdsterirken, 50 ve 200 ppm
grubu ise kontol grubuna gore aktivite kayb1 gdstermistir. Flor uygulama gruplarinda
kontrole gore rakamsal artis ve azalislar bulunmasina ragmen, istatistiksel agidan hig
bir farklilik bulunmadigi ortaya ¢ikmistir. Belki daha yliksek dozlarda ya da daha uzun

stireli uygulama yapilsaydi anlamli bir fark bulabilirdik.

2003 yilinda farklh jenarasyonlarda yiiriitillen baska bir ¢alismada yetiskin Wistar
albino erkek siganlarin ikinci jenarasyonuna 180 giin siireyle 10, 50 ve 100mg/I flor
icme suyundan uygulanmis ve akciger dokusu iizerine etkisi incelenmis; histolojik
bulgular, deney gruplarinda alveoler tikaniklik, alveoler hiicreli hiperplazi ve nekroz,
belirgin alveolar septal damarlar, epitelyal deskuamasyon ve makrofajlar oldugunu
gostermistir. Ek olarak, peribronsiyal, perivaskiiler, intraparengimal ve solunum yolu
limeninde iltihapl infiltrasyonlar tespit edilmistir; intraparenkimal hiperalemik
damarlar, solunum epitellerinde deskuamasyon ve c¢ogalma, intraparenkimal kalin
kabarik damarlar, parankimal fibroz, bronsiyolit, pndmonik ve fokal amfizematoz
alanlar gdzlenmistir. Ayrica, akciger parankiminin alveoler mimarisi kaybiyla birlikte
bozuk bir goriiniime sahip oldugu sdylenmistir. Bu histopatolojik bulgular, 50 ve 100
mg/l flor verilen sigan gruplari i¢in daha belirgin izlenmistir. Kontrol grubundaki
ratlarda anlamli bir histopatolojik degisiklik gozlenmemistir. SOD ve glutatyon
peroksidaz aktivitelerinin artmasi ve akciger dokularinda 10 mg/l flor ile CAT
aktivitesinin azalmasi, antioksidan savunma mekanizmasinin aktivasyonunu

gosterebilir denmistir (Aydin, Cigek, Akdogan, & Gokalp, 2003).
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Liu ve arkadaslar1 2003’te civcivlere diyetleri yoluyla 50 giin siireyle 100, 250 ve 400
mg/kg flor vermis ve serum NO diizeyini incelemis, kontrol grubundaki civcivlerle
karsilastirildiginda, flor uygulanan gruplarda serum NO seviyesi biiyiik dl¢iide artmas,
SOD ve CAT aktiviteleri anlamli olarak azalmistir. Sonuglar, florun yiiksek NO
seviyeleri, antioksidan enzimlerin aktivitelerinin azalmasi ve lipit peroksitlerin (LPO)
birikimi ile iliskili oldugunu gostermistir. Florun yumusak dokulara zarar verme
mekanizmasi; bu dokularin yapisina ve fonksiyonuna ciddi hasar verebilecek asir1 NO,
LPO ve oksidatif radikal {iretimine neden olmasiyla agiklanabilir demistir (G. Liu ve
ark., 2003). Bulgular tim gruplarimizdaki CAT ve SOD aktivite kaybini
desteklemektedir.

Hassan ve Yousef albino erkek siganlara 5 hafta boyunca giinde 10,3mg/kg NaF oral
yolla vermis ve hepatotoksisite lizerine karadut suyunun koruyucu etkisini arastirmais;
florun NO iiretiminde artisa, total antioksidan kapasitesi, SOD ve CAT aktivitesinde
azalmaya sebep oldugu tespit edilmistir. Sonrasinda karadut suyunun uygulanmasiyla
bu tabloda diizelme izlenmistir. Bu nedenle, mevcut sonuglar karadut suyunun serbest
radikal olusumunu ve antioksidan savunma mekanizmalarinin gelistirilmesini
antagonize ederek NaF kaynakli hepatotoksisiteye karst koruyucu bir etkiye sahip
oldugunu ortaya koymustur (Hassan & Yousef, 2009). CAT ve SOD aktivite kaybi1

bulgularimizi desteklemektedir.

Guo ve arkadaslar1 tarafindan disi ve erkek albino siganlarin 3 ay boyunca i¢me
sularina 50, 100 ve 150mg/1 flor eklenmis ve hepatoksisite arastirilmis; serum glutamat
piruvat transaminaz ve serum glutamat oksalat transaminaz aktivitelerinin dnemli
oOlgiide artt1g1 ve bunun hepatik hasara isaret ettigi sOylenmistir. SOD aktivitesinde
azalma gozlenmesi bu durumu desteklemektedir. Bu nedenle oksidatif strese bagli
oksidatif hasar, flora bagli hepatotoksisite i¢in 6nemli bulgu olarak kabul edilmistir
(Guo, Sun, & Sun, 2003). Karaciger doku orneklerimizde yaptigimiz histopatolojik
incelemeler sonucu tespit ettigimiz hepatik hasar bu calismanin bulgular

desteklemektedir.

Zhan ve arkadaglar1 gen¢ domuzlarla yaptiklari ¢aligmada 50 giin boyunca 250 ve 400
mg/kg NaF diyetlerine eklemis, NO {iretiminde artis, tiroid bezi, karaciger ve bobrek

SOD aktivitesinde azalma tespit etmislerdir. Flor uygulanan hayvanlarda uygulama
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stireci ve sakrifikasyon sirasinda yorgunluk, sersemlik ve anokreksiya gézlenmistir.
Tiroid, karaciger ve bobrek doku orneklerinde patolojik lezyonlar izlenmistir (Zhan,

Xu, Li, & Wang, 2005) . Bu veriler elde ettigimiz histopatolojik bulgularla uyumludur.

Guney ve arkadaglarinin yiirtittiigii, disi siganlarin 60 giin boyunca icme sularindan
100mg/1 flora maruz birakildiklari, C ve E vitamininin endometrial hasar ve oksidatif
stres sistemi tlizerine etkisinin arastirildigi baska bir calisma sonucu sican
endometriumlarinda SOD ve CAT aktivitesinde azalma goézlenmistir. Bu azalma
vitamin takviyesinden sonra tersine donmiistiir. Oksidatif endometrial hasarin flor
kaynakli endometrial toksisitede Onemli bir rol oynadigi ve oksidatif stresin
vitaminlerle modiile edilmesinin hem biyokimyasal hem de histolojik seviyelerde flora

bagli endometrial hasar1 azaltti§1 sonucuna varilmistir (Guney ve ark., 2007).

Yine disi albino farelerde yiiriitiilen bir ¢alismada flor ve arsenik trioksitin (sirasiyla 5
mg ve 0,5 mg / kg) 30 giin boyunca oral uygulanmasinin yumurtaliklarda serbest
radikal kaynakli toksisite tizerine etkileri arastirilmig, uygulamanin kesilmesinden
sonra; antioksidan vitaminlerin (C, E) ve kalsiyumun verilmesiyle indiiklenen etkilerin
tersine ¢evrilebilirligi de incelenmistir. Flor ve arsenik trioksitin birlikte uygulanmasi
sonucu SOD ve CAT aktivitesinde azalma tespit edilmistir. Kombine uygulamanin
sonlandirilmasi, yumurtalikta kismen iyilesmeye neden olmustur; bu iyilesmenin tek
bagina ve kombinasyon halinde C vitamini, kalsiyum veya E vitamini ile yapilan
islemlerde daha fazla oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla indiiklenen toksisite gegici ve

geri doniisiimlii olmustur (Jhala, Chinoy, & Rao, 2008).

Kanbur ve arkadaslarinin yiirittiigli ¢alismada erkek fareler 7 giin boyunca igme
sularindan 200 mg/1 flora maruz birakilmig ve ar1 siitliniin toksisite iizerine etkisi
incelenmis; SOD ve CAT aktivitesinde azalma tespit edilmistir. Sonug olarak, florun
farelerde olumsuz etkilere neden oldugu belirlenmis ve ari siitiiniin bu hayvanlara
uygulanmasinin florun olumsuz etkilerini hafiflettigi gosterilmistir (Kanbur, Eraslan,

Silici, & Karabacak, 2009)

2009’da baska bir calismada disi wistar sicanlar 28 giin boyunca igme sularindan
150mg/1 flora maruz birakilmig, buffalo pineal proteinleri ve melatoninin toksisite

izerine etkisi arastirilmis; beyinde SOD ve CAT aktivitelerinde azalma goriilmiistiir.
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Sonrasinda pineal protein ve melatonin ayri1 ayri ve birlikte uygulanmistir ve enzimatik
aktivitelerde artis saglanmistir. Buffalo pineal protienleri ve melatoninin sigcan
beynindeki flor kaynakli isletim sistemini, enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan savunma sisteminin gelistirilmesi yoluyla koruyabildigine dair dogrudan

kanitlar sunulmustur (Bharti & Srivastava, 2009).

Flor maruziyetinin gebelik sirasinda ve gebelik sonrasi donemlerde etkisini, santral
sinir sistemindeki oksidan, antioksidan ve makromolekiiler degisikliklerin durumunu
ve antioksidanlarin iyilestirici roliinii kontrol etmek amaciyla hamile Wistar albino
sicanlarin igme suyunda 50 ve 150 ppm flora maruz birakildigi ve bunlardan dogan
yavrularin deney i¢in kullanildig1 bir ¢alismada; dogum sonrasi yavrulara, giinliik
olarak secilen antioksidanlar oral yoldan uygulanmistir. Dogum sonrasi 21. giinde
yavrular sakrifiye edilmis ve biyokimyasal parametreler degerlendirilmistir. Flora
maruz kalma sonucu gelismekte olan santral sinir sistemi protein oksidasyonunda artis
gozlenmistir. Elde edilen bulgular florun antioksidanlar, enzimler ve makromolekiiller
izerinde dishemostaza neden oldugunu ve doza bagl bir sekilde fonksiyonel kayiplara
yol agan patofizyolojik olaylara sebep oldugunu gostermistir. Antioksidanlarin
verilmesinin, asirt derecede savunmasiz yasam donemlerinde yiiksek flor
maruziyetinin neden oldugu sorunlari giderdigi sdylenmistir (Basha & Madhusudhan,

2010).

Az sayida olan In-vivo insan g¢aligmalari incelendiginde; Cin endemik florozis
bolgesinde yasayan ve idrar flor konsantrasyonu 2mg F/I olan kisiler iizerinde yapilan
bir ¢aligmada, selenyumun oksidatif hasar iizerine etkisi incelenmis; Fincoal tip
florozisli hastalar degerlendirilmis ve yerlesim yerlerine gore yiiksek flor, yiiksek
flortselenyum ve yiiksek selenyum olarak gruplara ayrilmistir. Yiiksek flor grubu
orneklerde SOD ve CAT enzim aktivitesinde azalma goriilmiistiir. Yiiksek selenyum
ihtiva eden bolgede yasayanlardan alinan orneklerde ise bu enzimsel aktivitelerde

yiiksek flor grubuna oranla anlamli fazlalik tespit edilmistir (Chen ve ark., 2009).
Biz de calismamizda CAT enzim aktivitesinde tiim dokularda ve tiim gruplarda

zamana bagli sekilde diizgiin bir azalma tespit ettik. Tiim bu ¢aligmalarda elde edilen

veriler bulgularimizi desteklemektedir.
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Su konsantrasyonu ortalama 5,53mg F/I olan, Hindistan’da bir endemik florozis
bolgesinde yasayan ve iskeletsel florozisi olan c¢ocuklar {izerinde yliriitilen bir
calismada ise plazmada askorbik asit diizeyinde artis ve eritrositlerde SOD
aktivitesinde azalma tespit edilmistir. Sonuglar, flor toksisitesinin, oksijensiz radikal
toksisitesine karsi daha fazla savunmasizliga yol agan belirli antioksidanlarin
azalmasin1 neden olabilecegini gostermistir (Shivarajashankara, Shivashankara, Rao,

& Bhat, 2001) .

Cin’de ve Hindistan’da yapilan g¢alismalar cocuklarin siirekli diisiik doz florla
karsilagsmasiin 1Q’da azalmayla iligkili oldugu belirtilmistir, giivenilir kanita dayali

caligmalar degildir (Kundu ve ark., 2015; Xiang ve ark.).

Jolly ve arkadaslarinin saglikli ve florozisli hastalar iizerindeki ¢alismalar1 sonucu
yiiksek flora maruz kalan hastalarda intervertebral foramende daralma oldugu tespit

edilmistir (Jolly, Singh, Mathur, & Malhotra, 1968).

Igme suyunda yiiksek flor igeren bolgelerde yasayan kisilerin gastrik mukozasinda
mikrovilus azalmas1 ve mukus kaybi tespit edilmistir. Bu durumun kusma, agri, istah
kaybi, sigkinlik hissi ve aralikli diyare sonrasi konstipasyona neden oldugu
sOylenmistir. Yiiksek dozda flora maruz kalinmanin tiroid bezinde islev bozukluguna
neden oldugu gosterilmistir (T. Das, Susheela, Gupta, Dasarathy, & Tandon, 1994;
Dasarathy, Das, Gupta, Susheela, & Tandon, 1996; Susheela, Kumar, Bhatnagar, &
Bahadur, 1993).

Florun kimyasal olarak aktif bir iyonize element oldugu ve tiim ana yumusak dokulara
girdigi bilinmektedir. Flora bagli oksidatif stres; organlarin zarar gérmesine yol
acabildigi icin, sonuglarimizi karaciger, tiroid bezi, hipofiz bezi ve beyindeki
histopatolojik gozlemlerle destekledik. Bu dokularin ¢esitli bolgelerinde farkli
diizeylerde bozulma goézlemledik. Karacigerde balon dejenerasyon, portal yangi ve
konjesyona damarlara ek olarak sitoplazmik dejenerasyon ve bozulmus hepatositler

tespit ettik. Yapilan diger caligmalar bu bulgularimizi  desteklemektedir
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(Chattopadhyay, Podder, Agarwal & Bhattacharya, 2011; Chouhan ve ark., 2010;
Patel & Chinoy, 1998; Shashi & Thapar, 2001) .

Beyin oOrneklerini inceledigimizde niikleer materyalin siddetli kromatolizi, glial
hiicrelerin iltihaplanmasi ve purkinje néronlarinin ¢ogunun nekrotik oldugunu gordiik.
Ayn1 zamanda doz arttik¢a gruplarmis kirmizi néronlar ve artmis fokal nekroz alanlari
da tespit ettik. Beyin bolgelerinde goriilen degisiklikler diger ¢alismalarla benzerlik
gostermistir (Piler Mahaboob Basha, Puja Rai, & Shabana Begum, 2011; Chouhan ve
ark., 2010; Reddy, Reddy, & Kumar, 2011; Shivarajashankara, Shivashankara, Bhat,
Rao, & Rao, 2002; Varner, Jensen, Horvath, & Isaacson, 1998).

Tiroid bezi 6rneklerinde dozun artmastyla cogalan yassilagmis folikiil epitel hiicreleri,
yiiksek flor dozlarinda ise hiperplastik selliiler ve adenomatoid nodiiller izledik. Elde
ettigimiz sonuglar diger ¢aligmalar1 desteklemektedir (Bouaziz, Soussia, Guermazi,
Zeghal, & Tunisia, 2005; Ogilvie, 1953; H. Wang ve ark., 2009). Literatiirde tiroid
bezi hormonlarmin degerlendirildigi ¢ok sayida c¢alisma olmasina ragmen

histopatolojisinin arastirildig1 ¢aligmalar yetersizdir.

Hipofiz bezinde tiim dozlarda olagan bir goriintii izledik. Genelde yapilan ¢aligmalar
hipofiz bezi hormonlariin feed-back mekanizmasini incelemek iizerineydi (Luke,
1997), flor toksisitesi histopatolojisinin incelendigi ¢aligma yoktu. Gilintimiizde hipofiz
bezinde kalsifikasyonlara sebep olduguna yonelik alg1 operasyonu diislintildiigiinde
cok yliksek dozlarda bile herhangi bir patolojinin saptanmadig1 bizim i¢in dnemli bir

bulgudur. Tabii ki konuyla ilgili daha ¢ok ¢alismanin yapilmasi gerekmektedir.

Tiim bu histolojik degisikliklerden elde ettigimiz sonuglar, yiliksek konsantrasyonda
florun, daha fazla toksik etki ve yumusak dokularda hasar olusturdugunu ortaya
koymustur. Bu histopatolojik incelemeler ayrica yumusak dokularda flor

konsantrasyonuna bagli biyokimyasal gézlemleri ve sonuglarini da desteklemektedir.

Bizim ¢alismamiz da dahil tiim ¢alismalarda florun sistemik alimi sonrasi toksisitesi

degerlendirilmistir. Eski inamiglara gore clriikten korunmada sistemik flor
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takviyesinin elzem olmasi, yapilan ¢aligmalar sonucu anlamsiz bulunmustur; topikal
uygulamalarin ciiriik 6nlemedeki etkisi yadsinamazdir (Hellwig & Lennon, 2004).
Piyasadaki en yiiksek flor oranina sahip (22,500 ppm) Duraphat vernik uygulanmasi
sonrast degisik yas grubu c¢ocuklarin plazma ve idrar flor konsantrasyonlarinin
degerlendirildigi bir ¢aligma sonucunda uygulamanin 2 saat sonrasinda plazma flor
degerinin en yiiksek doza ulastig1 (60-120ng F/ml), bu pik noktasinin idrarda 12 saat
sonra kaydedildigi, ( 550-1100ug/F) ancak bu degerlerin toksik sayilan degerlerden
cok daha diisiik oldugu bildirilmistir (Ekstrand, Koch, & Petersson, 1980). Dis
hekimliginde flor ihtiva eden preparatlarin dogru sekilde topikal uygulanmasi sonucu

toksik doza ulagmak miimkiin degildir.
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6. Sonug¢ ve Oneriler

Flor hala modern girisimsel olmayan dis ¢iiriigii 6nleme yontemlerinin temel tasidir.
Bununla birlikte, florun etki mekanizmasi, tartismalara konu olmaya devam
etmektedir. Sistemik flor kullaniminin yillar igerisinde yapilan g¢alismalar sonucu
yerini topikal uygulamalara birakmasina ragmen; sularin yiiksek florlu oldugu
bolgelerde yasayan veya genel saglik sistemi politikasi sebebiyle flor takviyesi yapilan
poplilasyonda ve preparatlarin yanlis kullanimina (yutulmasi vs.) bagh flor toksisitesi

goriilme ihtimali mevcuttur.

Bu calismamizda toksik dozda florun yumusak dokulara ve oksidatif stres

parametrelerine etkisi sigan modeli {izerinde degerlendirilmistir.

Histopatolojik olarak tiim dokularda “doza bagli artan” bir paternde patoloji
izlenmistir. Beyinde kirmiz1 néronlar, purkinje hiicrelerinde deformasyonlar, hipoksi

ve nekrotik alanlar goriilmiistiir.

Karacigerde konjesyone damarlar, balon dejenerasyon ve fokal nekroz alanlar1 hepatik

hasara igaret eder.

Tiroid bezinde yassilagmis tirositler ve yiliksek dozlarda adematoid selliiler nodiiller
gbzlenmesi ilgingtir.
Hipofiz bezinde tiim gruplarda ve dozlarda hicbir patolojiye rastlanmamastir.

Sistemik alinan flor yiiksek dozlarda oksidatif stres parametrelerinde olumsuz

degisikliklere neden olmustur.

Oksidatif enerji iiretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit radikallerinin
temizlenmesinde etkili olan SOD enzim aktivitesinde azalma tespit edilmistir,

rakamsal olan bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Katalaz enzim aktivitesi beklendigi gibi tiim doku ve gruplarda diizgiin bir azalma
gostermistir; yine rakamsal olan bu degisiklikler istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir.

AChE enzim aktivitesinde azalma tespit edilememistir ve istatistiksel olarak anlaml

bulunmamastir.

Viicut i¢in zorunlu bir iz element olmasina ragmen, florun yiiksek dozlarda sistemik

alimi fizyolojiyi bozacak toksik etkilere sebep olmaktadir. Bu toksisitesinin
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degerlendirilmesinde in-vivo c¢aligmalar biiyiikk Onem tagimaktadir. Hayvan
modellerinde yliriitiilecek ¢alismalar insanlara uyarlanabilirligi acisindan tartismali
ancak elzemdir. Daha anlamli sonuglar bulunabilmesi agisindan daha yiiksek dozlarda
ve/veya daha uzun stireli flor uygulamalariyla yapilacak daha fazla ¢calismaya ihtiyag

duyulmaktadir.
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8. Ekler

8.1 Ek-1: Etik Kurul Onay Belgesi

EGE UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU

SAYI: 2018-012 27.08.2019
KONU: Onay

Etik kurulumuza yapmis oldugunuz basvuru dogrultusunda “SUBKRONIK SODYUM FLORUR
TOKSISITESININ RATLARDA HISTOPATOLOJIK DOKU ETKILERININ
DEGERLENDIRILMESI, ASETILKOLIN ESTERAZ, SUPEROKSIT DISMUTAZ VE
KATALAZ ENZIM AKTIiVITELERINE ETKIiSININ INCELENMESI” isimli arastirma
projeniz degerlendirilmistir.

Yiiriitiicii:  Prof. Dr. Ali Riza ALPOZ, EU Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti AD
Dr. Inci AKYILDIZ, EU Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti AD
Prof. Dr. N. Ulkii KARABAY YAVASOGLU, EU Fen Fak. Biyoloji Bol.
Dog. Dr. Yesim ERTAN, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji AD.

Proje bagvuru formunuzda belirtildigi kosullarda deney hayvani kullanarak aragtirmayi
gerceklestirmeniz kurulumuz tgrafindan uygun bulunmustur. Saygilarimla bilgilerinizi rica ederim.
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