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OZET
DENEYSEL OLARAK SODYUM FLORUR VERILEN FARELERDE SERUM
VE BEYIN DOKUSUNDA 8-HiDROKSI-2’-DEOKSIGUANOZIN (8-OHDG),
AMILOID g-40 VE AMILOID p-42 PROTEIN DUZEYLERI UZERINE
KUERSETININ ETKIiSININ BELIRLENMESI

Amag: Calismada sodyum floriir (NaF) toksikasyonuna maruz kalan farelerde iyi bir
antioksidan Ozelligi olan kuersetinin, serum ve beyin dokusundaki oksidan ve
antioksidan kapasite, 8-OHdG, amiloid B-40 ve B-42 diizeyleri iizerine etkilerinin
arastirilmasi amaglanmustir.

Materyal ve Metot: Calismada, agirliklar1 yaklasik 20-25 g olan 8 haftalik 40 adet
Swiss albino erkek fare kullanildi. Fareler 4 esit gruba (n=10) ayrildi. 1. grup, kontrol
grubu, normal igme suyu, 2. gruba 12 mg/kg/giin NaF, 3. gruba 40 mg/kg/giin kuersetin,
4. gruba 12 mg/kg/giin NaF+40 mg/kg/giin kuersetin 30 giin siiresince oral olarak
verildi. Deneme sonunda serum ornekleri ve beyin dokularinda 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin (8-OHdG), amiloid B-40, amiloid B-42, total protein, TAK ve TOK
diizey analizleri ve OSI degerlendirilmesi yapildi.

Bulgular: Serum TOK ve serum amiloid B-42 degerlerinde, 2, 3 ve 4. gruplar kontrol
grubuyla kiyaslandiginda artiglar (p<0,001) tespit edilirken, serum TAK degerlerinde
ise 2. ve 4. gruplarda kontrole gore diisiisler goriildii (p<0,001). Beyin 8-OHdG ve TOK
degerlerine gore 2. gruplarda kontrol grubuna kiyasla artis gézlenirken (p<0,05), beyin
TAK degerlerinde ise 3. ve 4. gruplar kontrol grubuyla kiyaslandiginda diisiisler tespit
edildi (p<0,001).

Sonug¢: Deneysel olarak NaF ve kuersetin verilen farelerde florun ve flor+kuersetinin
serum TAK degerinde diisiisler meydana getirdigi, TOK ve Amiloid -42 protein
diizeylerinde tiim serum gruplarinda artiglar meydana getirdigi goriildii. Florun beyin
dokusunda 8-OHdG diizeyinde artisa sebep oldugu tespit edilirken, flor ve flor+
kuersetinin ise serum TOK degerlerinde artisa sebep oldugu goriildii.

Anahtar Kelimeler: NaF; Beyin; Kuersetin; 8-OHdG; Amiloid $-40; Amiloid -42

Oktan ERBOGA, Yiiksek Lisans Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Haziran-2019



ABSTRACT
DETERMINATION OF THE EFFECT OF QUERCETIN ON THE LEVELS OF
8-HYDROXY-2’-DEOXYGUANOSINE (8-OHDG), AMYLOID B-40 AND
AMYLOID B-42 IN SERUM AND BRAIN TISSUE IN MICE iNDUCED WITH
SODIUM FLUORIDE EXPERIMENTALLY

Aim: The aim of this study was to investigate the effects of a good antioxidant quersetin
oxidative and antioxidant activity onbraintissiic and erythrocytes in rats exposed
to sodium floride (NaF) toxicity.

Material and Method: In the study, approximately 20-25 g weights of 8-week male 40
number Swiss albino mice was used. Mices were recruited 4 equal groups. 1. Group,
control group, normal drinking water, 2. Group, 12 mg/kg/day NaF, 3. Group, 40
mg/kg/day quercetin, 4. Group 12 mg/kg/day NaF+40 mg/kg/day was given orally for
30 days quercetin. All intents and purposes homogeneous brain and erythrocyte, 8-
hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG), amiloid p-40, amiloid B-42, TAS, TOS and OSI
was performed.

Results: Serum TOK and amyloid B-42 values were increased in 2., 3. and 4. groups
compared to control group (p<0,001), while serum TAK values were decreased in 2.
and 4. groups (p<0,001). Brain 8-OHdG, TOK values were increased in 2. groups when
compared with control group (p<0,05), while brain TAK values were decreased in 3.
and 4. groups when compared to control group (p<0,001).

Conclusion: Fluorine and fluorine + quercetin were found to cause decreases in TAK in
mice treated with NaF and quercetin. It was observed that TOK and amyloid -42
protein levels increased in all serum groups. Fluorine was found to cause an increase in
8-OHdG levels in brain tissue, while fluorine and fluorine + quercetin caused a increase
in serum TOK values.

Keywords: NaF; Brain; Erythrocyte; 8-OHdG; Amyloid p-40; Amyloid 3-42

Oktan ERBOGA, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, June-2019
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oSl : Oksidatif Stres Indeksi

ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri
SOD: Siiperoksit Dismutaz
TAK: Total Antioksidan Kapasite
TOK: Total Oksidan Kapasite

8-OHdG: 8-hidroksi—2'-deoksiguanozin proteini
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1. GIRIS

Oksidatif stres, serbest radikallerin iiretimi ile viicuttaki antioksidan savunma
sistemi arasindaki dengesizlik olarak tanimlanmakta (Mercan, 2004; Cochran, 1991;
Abdollahi ve ark., 2003; 2004) ve prooksidanlarin ¢ok miktarda olugsmasiyla meydana
gelmektedir. Prooksidan hasara birgok hastalik (yliksek tansiyon, damar tikanikligi,
koroner kalp hastaligi, felg, kanser vb.) eslik etmektedir (Kahraman ve ark., 2002;
Yetiik, 2013).

Atmosferimiz ¢ok az miktarda flor elementi icermektedir (Okte, 2008). Flor,
dogal ortamda genellikle floridler (flor bilesikleri) olarak bulunmakla beraber
cogunlukla serbest sekilde bulunmazlar (Sonmez ve Kiigiikesmen, 2008). Ayrica flor
elementi, oldukga reaktiftir ve yiiksek elektronegatiflige sahiptir. Deniz suyunun da flor
icermesinden dolay1 deniz {iriinleri ve baliklar da flor agisindan zengindir. Sertlik orani
yiiksek sular daha ¢ok flor elementi icermektedir (Avci ve ark., 2009; Beyhan, 2003;
Kigiikirmak, 2007).

Insanlarda ve evcil hayvanlarda florun yiiksek miktarlarda ve uzun siirede
alinmasi neticesinde meydana gelen flor zehirlenmesi (florozis) en ¢ok dislerde aginma,
lekelenme ve daha sonraki asamalarda eklemlerde ve kemiklerde birtakim
dejenerasyonlara sebep olmaktadir. (Kirvar,1991; Comba,2011).

Ksenobiyotiklerin, direkt veya dolayli sekilde Kkarsinojenlerin, radikal toksik
reaksiyonlarin ve ilaglarin olumsuz etkilerine karsi hiicrelerimizi koruma altina alan
maddeler antioksidanlardir. (Akkus, 1995; Matés, 2000; Mercan, 2004; Giiltekin ve
ark., 2001).

Bitkilerin bir¢ogunda bulunan flavonoid igerikler, dogal sekilde meydana
gelen polifenollerin en kapsamli gruplarindandir. Flavonoidlerin yapisii meydana
getiren “flavan c¢ekirdegi” antioksidan, antibakteriyel, antimikrobiyal ve antiviral
ozellikleri barindirmaktadir (Pikulski ve Brodbelt, 2003; Ergiizel, 20006).
Bioflavonoidler sinifina ait Kuersetin en gii¢lii antioksidanlardan biri olup suya ¢ok az
miktarda karigabilen, sebze ve meyve grubunda bulunan bitkisel bir maddedir.
Metabolizmay1 hizlandirmak kuersetinin en 6nemli gorevlerinden biridir ve antioksidan

dzellikleri olan bir bitkisel pigmentdir (Hertog ve ark., 1993; Ergiizel, 2006).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Sistemi

Organizmalarda hiicresel savunma sistemi vasitasiyla yok edilenden daha fazla
reaktif yapida oksijen tiirlerinin (ROS) olusmasi oksidatif stres olarak adlandirilir.
Serbest radikaller yoriingesel olarak dis ¢gemberinde bir ya da birden ¢ok eslenmemis
elektron barindiran reaktif atomlar veya molekiillere verilen isimdir ve reaktif
Ozellikteki yapis1 sayesinde farkli molekiillerle reaksiyona girip yapilarii bozma
egiliminde ¢alisirlar (Clarkson ve Thompson 2000). Radikal olmayan bir molekiil veya
atomdan sadece bir elektronun uzaklasmasiyla olusurlar (Flora-Swaran 2009). Serbest
radikaller aerobik metabolizmanin fizyolojik bir {iriiniidiir ve normal sartlar altinda
sinyalizasyonda, apoptoziste, antioksidan savunma sistemini harekete gegirmekte
organizma tarafindan kullanilmaktadirlar (Radak ve ark 2008).

Oksidatif DNA hasar1 belirlemenin ¢ok sayida farkli yontemi vardir. Fakat bu
tekniklerin ¢ogunda sadece bir gesit hasar {riinii Gl¢iilebilmektedir. Bununla birlikte
kiitle spektrometrik 6l¢tim teknikleriyle ise hem tanimlama hem de olusan bazi hasar
tirinlerinin miktarinin tespiti yapilabilmektedir (Dizdaroglu ve ark., 2002).

Normal sartlar altinda antioksidan sistem, reaktif oksijen tiirleri ve reaktif
nitrojen tiirleri gibi ciddi reaktif tiirlere karsi bile yeterli korumayi saglayabilir. Fakat
biyolojik sistemlerde serbest radikaller tiretimi ve endojen antioksidan sistem arasindaki
dengenin bozulmasiyla, dengenin serbest radikaller iretimi tarafina kaymasi
pozisyonunda oksidatif stres diye isimlendirilen durum ortaya ¢ikar (Bloomer ve
Goldfarb 2004). Oksidatif stres ise artmis oksidatif hasarla sonuglanir (Boots ve ark
2008).

Oksidatif stres veya hasar prooksidanlarin ¢ok miktarda olugsmasiyla meydana
gelmektedir. Prooksidan hasara kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar eslik etmektedir.
Antioksidanlar tarafindan bu hastaliklarin 6nlenebilmesi yoniinde ¢alismalar literatiirde
onemli yer barindirmaktadir. Antioksidanlarin gorevleri arasinda reaktif oksijen
tiriinlerinin olusumunu Onlemek, varsa temizlemek ve mimkiinse etkilerini azaltmak
vardir (Kahraman ve ark., 2002; Yetiik, 2013).

Oksidatif strese ait toplam deger; total oksitatif stres ya da total oksidan
kapasite (TOK) olarak isimlendirilir. Total antioksidan kapasite (TAK), biyolojik

stvilarda mevcut olan hiicresel kompanentler ve antioksidanlarin membranlari oksidatif



hasarlara kars1 koruma kapasitesinin bir belirtecidir (Mac Kinnon KL ve ark., 1999).
Total antioksidan o6l¢im yapilmasi, antioksidanlarin tek tek olgimiinden ¢ok daha
kiymetli bilgiler verebilir. Ciinkii TAK degeri, serum igerigindeki tiim antioksidan
yapili maddelerin total aktivitesini yansitarak, en dogru neticeyi saglar ( Erel, 2004).

Antioksidan savunma sistemi hiicre i¢i ve digi olmak iizere iki gruba ayrilir.
Hiicre icindeki savunma merkezlerinin enzimatik antioksidanlari; katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve siiperoksit dismutaz (SOD)’dir. Enzimatik olmayan
hiicre i¢i antioksidanlar tiirleri; beta-karoten, glutatyon, membran yapisina baglanabilen,
transferin, alfa-tokoferol, askorbat, bilirubin ve seruloplazmindir (Brezezinska ve
Slebodzinska, 2001; Kleczkowski ve ark., 2003; Kogyigit ve ark., 2002; Yetiik, 2013;
Woods, 2002). Cinko gibi iz elementler ve metallotionin gibi serbest radikal tiirli yok
ediciler ve ise hiicre disinda antioksidan savunma sistemini meydana getirmektedir
(Yetiik, 2013; Armstrong ve ark., 1998).

Ekzojen kaynakli antioksidanlarin bir ¢ogu sik¢a tiikkettigimiz gidalarda bolca
bulunur. Ekzojen kaynakli antioksidanlar icerisinde polifenoller, flavonoidler, bazi

vitaminler yer alir (Andersson ve ark., 1988; Yetiik, 2013; Stavric, 1994).

2.2. Oksidatif Strese Bagh DNA Hasariin Olusum Mekanizmasi

2.2.1. DNA Hasari ve Nedenleri

Endojen ya da ekzojen kaynakli olarak genetik materyalin molekiiler
biitiinliiglinde olusan tiim degisikliklere DNA hasar1 denmektedir. Genomik DNA
stirekli ¢evresel etkilerin tehditi altindadir. DNA hasari, DNA rekombinasyonu veya
DNA replikasyonu gibi tiim hiicresel yapidaki olaylarin olusumu sirasinda endojen
olarak DNA’nin yapisal biitiinliigiinde meydana gelebilir (Sancar ve Kulaksiz, 2007).
DNA hasari, hiicre yasam dongiisiinde sik¢a gordiigiimiiz mutasyon, yaslanma, kanser
ve neticesinde hiicre 6liimlerine yol agan bir olaylar silsilesidir. DNA, mevcut yasam
siklusu boyunca ekzojen ajanlar ve hiicresel yapidaki metabolitler tarafindan diizenli
olarak degisimlere maruz tutulur. Sonu¢ olarak bu farklilagsmalar, ¢ok hiicreli
organizmalarda yaslanmaya, tek hiicrelilerde ise hiicrenin 6liimiine sebep olur (Rupp,
2006; Sancar ve ark., 2004). DNA’da ise reaktif oksijenden kaynakli 20’den fazla

oksidatif bazin hasar {irtinii olarak olusmasina sebep olur (Dizdaroglu, 1998). Bu



bazlarin baginda gelen 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) oldukga hassas ve ¢ok
sik rastlanilan oksidatif DNA hasari kistasidir (De Martinis BS, De Lourdes, 2002).
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Sekil.1. Oksidatif Stres (Redox Biology 2018, https://www.sciencedirect.com)

2.2.2. 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) Olusum Mekanizmasi

Guanin, DNA yapisallar1 igerisinde en zayif iyonizasyon potansiyelinde olan
ve oksidasyona en egilimli baz tipidir (McDorman ve ark., 2005). Modifiye bir yapiya
sahip bir baz 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin, DNA yapisinda reaktif oksijen ¢esitlerinin
meydana getirdigi 20’yi askin oksidatif baz hasarlanma iiriintinden birisi olup guanine
ait olan 8. karbon atomuna hidroksil radikalinin yaptig1 ataklar sonucu meydana gelen,
oksidatif DNA hasarinin hassas bir belirtecidir. ROS’un, DNA’da meydana getirdigi bu
baz hasar iriinlerinden en ¢ok karsimiza ¢ikan ve mutajenik yapisi en iyi bilinen 8-
OHAG’dir. OH radikali, guanin yapisindaki 4, 5 ve 8. konumlardaki karbon atomlari ile
beraber reaksiyona girer ve sonucta DNA iiriin radikallerini meydana getirir. OH
radikalinin C-8’e eklenmesiyle meydana gelen katilma iiriinii radikali (C8-OH) proton
ve 1 elektron kaybedip 8- OHGua’e okside olur (Yokus ve Cakir, 2002; De Martinis
BS, De Lourdes. 2002). DNA replikasyonunun meydana geldigi sirada G-C’den A-T’ye
doniismeye sebep olarak mutasyona egilim hizini arttirir (McDorman ve ark., 2005).
Bu sebeple 8-OHdG ‘in oOlgiimii, DNA meydana gelen oksidatif hasarin direkt
gostergesi olarak kabul edilir ve oksidatif DNA hasarinin belirlenmesinde en ¢ok

caligilan yontem tipi olarak kullanilmaktadir (Helbock ve ark., 1999).
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Sekil.2. 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG)’in yapis1 (Kasai, 2002)

8-OHdG, her zaman oksidatif stresin ve oksidatif DNA tahribatinin bir isareti
olarak 6nem tagimaktadir. DNA devamli ekzojen ve endojen kaynakli oksidanlardan
gelen oksidatif tahribata maruz kalir. Bu seberle endojen veya ekzojen kaynakli her
tirlii oksidatif hasara yol agabilecek etkenin DNA hasarina ve bununla birlikte 8-OHdG
olusumuna sebep olmasi beklenebilir. Sonug olarak ¢esitli kimyasal maddelerin 8-
OHdG seviyesinde yiikselise neden oldugu bilinmektedir. Etil alkol, demir
nitrilotriasetat (Fe-NTA), 3-metil alkol-4 dimetilaminoazobenzen, asbest gibi kimyasal
maddelerin deneysel ortamlarda deneklere verilmesinden sonra, karaciger, bobrek
yemek borusu ve akcigerde, 8-OHdG diizeylerinin ciddi oranda arttigi bildirilmistir
(Kasai, 2002). Ayrica mazot, sigara ve kadmiyum gibi giinliik yasamda sik¢a maruz
kaldigimiz kimyasal maddelerinde deneysel olarak uygulandiginda 8-OHdG diizeyini
yiikselttigi belirtilmistir (Kasai, 2002).

2.2.3. Beta Amiloid Olusum Mekanizmasi

Ureme hiicreleri disinda, viicudumuzda olusan mutasyonlarin biiyiik ¢ogunlugu
zararsizdir. Fakat kimi zaman, olusan bazi mutasyonlar genleri etkileyerek o genlerden
tiretilen proteinlerin yapisinda da degisimlere sebep olur. Bu degisim, bazen proteinlerin
katlanmasin1 zor hale getirebilir veya yanhs katlanmalara sebep olabilir. Islevlerini
yerine getirebilmeleri i¢in proteinlerin katlanma bigimi ¢ok 6nemlidir. Ozellikle beta-
tipi katlanmalar1 engelleyen mutasyonlar, amiloid adin1 verdigimiz yanhis Kkatlanmig
proteinlere sebep olurlar ve bu proteinler viicudun karaciger, bobrek, dalak, bagirsak,

mide, deri, eklem ve beyin gibi organ ve dokularinda toplanabilirler (Proceedings of the


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC16807/

National Academy of Sciences https: evrimagaci.org amyloidosis hastaligi ve amiloid
proteinler 3012, 2018) Insan viicudundaki on milyonlarca farkli protein cesidinden
sadece 18 tanesinin yanlis katlanmasi, amiloid yapilarin olusumuna sebep olur. Bu
proteinlerin  birikerek fibriller yapidaki protein gruplarini meydana getirerek
Amiloidozis adi ile karakterize olan patolojik bir durumu meydana getirir. Normalde
coziilebilir yapidaki proteinlerin, anormal sekile ¢ozlilmeyen fibriller yapida
birikmesiyle olusan kalitsal bir protein katlanma rahatsizlig1 olan amiloidozis, birikim
yaptig1 dokularda parankim hiicrelerinin atrofisine ve hatta bazende 6liimle sonuglanan

fonksiyon bozukluklarina sebep olur (Sipe Jd. 1994, Ensari ve ark., 2005).
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Sekil 3. Amiloid Beta fibrillerinin olusum mekanizmasi (Estrada, 2007)

Dokularda meydana gelen amiloid birikimleri 1654 yilinda ilk kez Glisson
tarafindan fark edilmistir (Glisson, 1654). Bu maddenin iodin boyama yapildiginda
nisastaya benzer bir reaksiyon verdigini fark eden Virchow, 1854 yilinda ilk defa
“nigasta benzeri” anlaminda olan “amiloid” terimini kullanmistir (Virchow, 1998).
Amiloidin gergek halinin protein yapisinda bir birikim oldugu, 1980 yilinda Glenner
(1980) tarafindan ortaya konmus olsada, amiloid terimi halen giiniimiize kadar
kullanilmis ve kullanilmaya devam etmektedir. Amiloidin giiniimiizde bilinen fibriller

yapisi ise 1959 yilinda Cohen ve Calkins (1959) tarafindan gergeklestirilen
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ultrastruktiirel bir calismayla agik sekilde gosterilmistir. Benditt ve Eriksen ilk kez 1964
yilinda amiloidozis tiplerini, immunglobulinlerle iligskili olmayan sistemik tip
amiloidozis “Amiloid A” ve immunglobulinlerle iligkili olan amiloidozis “Amiloid B”
seklinde siniflandirip isimlendirmislerdir (Benditt ve ark., 1964). Amiloid B (AP)
proteini ise ilk olarak alzheimer hastasi ve down sendromlu bireylerin beyinlerindeki
plaklardan izole edilerek elde edilmistir (Murphy Le Vine, 2010).

20. yiizyilin ikinci yarisinda yapilan kimyasal arastirmalarda ise amiloidin
icerisinde heparan siilfat, glikozaminoglikan (Snow ve ark., 1987) ve kondroitin siilfat
iceren proteoglikanlarin (Niewold ve ark., 1991; Magnus ve ark., 1991) yer aldiginm
gosterilmistir. Amiloidin yapisi bildigimizin diginda bir protein olan amiloid yapida
coziinmeyen ve hicbir proteolitik enzimle eritilemeyen sabit, kalict ve fibriller bir
yapiya sahiptir (Glenner 1980, Slauson ve ark., 1990). Birbirileriyle hi¢ iliskisi
bulunmayan 25 kadar degisik protein amiloid fibrillerini meydana getirmek iizere
biraraya gelip organize olabilmektedir (Westermark ve ark., 2007). Amiloidin su ana
kadar bilinen farkli tiim formlar1 ayn1 spesifik boyanma 6zelligine ve ultrastriiktiirel bir
yaptya sahiptir (Solomon, 1996). Amiloid olarak isimlendirilen proteinlerin timii 3
katlant1 yapisina sahip olmakla beraber, kongo red boyamaya afinite gosteren ve bu
boyama isleminden sonra elma yesili renk veren bir yapidadir (Westermark ve ark.,
2007). Amiloid fibriller ultrastruktiirel olarak dallanma icermeyen, uzunlugu belirsiz,
7-10 nm ortalama g¢apinda ve kirilmasi miimkiin olmayan sert bir yapidir (Glenner
1980; Van Andel ve ark., 1986).

2.2.4. Beta Amiloid Peptidlerin Beyin ve Sinir Sistemi Uzerinde Etkileri

AP (Amiloid Beta ) peptitler, 36 ile 43 arasi sayida amino asitten olusabilen
metabolizma {iretimi dogal {riinlerdir. AP1-40’in  monomerleri agregasyona
(kiimelesme) egilimlidir ve zararli yapida olan AB1-42 tiirlinden daha yaygin sekilde
bulunurlar. AP peptitleri, amiloid prekiirsor proteinlerinin (APP) sirasiyla APP beta
bolgesinden kesme enzimleri olan 1 (BAKE-1), B-sekretaz, y-sekretaz ve katalitik
cekirdeginde PS1 olan protein kompleksleri ile gerceklesen enzimatik reaksiyonlar
sonucunda proteolize ugramasiyla olusur (Haass ve ark., 2007). Bu peptitlerin olusumu,
agregasyonu ve uzaklastirilmast sirasinda yasanan dengede meydana gelebilen
bozukluklar, ApB’nin toplanmasina sebep olur. Bu durumun ise alzaimer hastaliginin

nedeni oldugu kabul edilir ve bu hipoteze de amiloid hipotez ismi verilir. AB, anlik



spontane sekilde kiimeleserek diger formlarina doniisir ve bunu AP plaklarinin
¢oziinmeyen yapidaki fiberleri olan [-pileli tipine doniiserek gergeklestirirler. Eger bazi
oligomerlerin katlanig1 hatali olursa diger amiloid beta peptitlerinin de hatali katlanmis
oligomerlere doniismesine sebep olabilir. Peptitlerin yanlis katlanarak birikmesi sonucu
olusan amiloid plaklar1 noéronlar icin toksik ozellik gosterirler. Yapisal degisiklikler
biiyiilk AP-tabakalarinin olugsmasina ve sonugta beta amyloid peptid oligomerlerin
meydana gelmesini saglar. Amyloid fibrillerin olusumu c¢ekirdeklenmeye bagh
polimerizasyon modeli kabul edilir. Sekil 4’te goriildiigi tizere bu modelde fibrilasyon
islemi c¢ekirdeklenme ve uzama fazi olarak iki asamaya ayrilir. Cekirdeklenme fazinda
¢oziinebilir monomerler birbirine baglanir ve bu islem ¢ok yavas ilerler. Yine bu fazda
AP tabakalarindan zengin oligomerik ¢ekirdekleri olusturur. Uzama fazinda biiyiik

polimerler yani fibriller meydana gelir (Walter, 2011).
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Sekil 4. Beta amyloid peptidlerin kiimelesmesi (Walter, 2011)

Beta amyloid peptidlerin kiimelesmesi neticesinde sinir hiicresi diginda senil
veya noritik amyloid plaklar, sinir hiicresi i¢inde norofibriler yumaklarin olusumu,
sinaps-noron Kayiplar1 ve beyinde belirgin sekilde atrofi saptanmaktadir. Senil plaklarin
goriilmesi hastaligin en ciddi belirtisi olup ve 06zellikle hipokampus amigdala,
neokortekste ve hipokampusta goriilmektedir. Hiperfosforile tau proteini norofibriler

yumaklarin temel bileseni olup alzheimer hastaliginda hiperaktif kinazlar veya hipoaktif



fosfatazlar bu proteininin fosforilizasyonuna yol agar. Fosforilasyondan sonra bu
proteinin mikrotiibiillere baglanma yetenegi bozulur. Mikrotiibiillere baglanamayan
fosforilize tau proteini aksonal transportun ve ayrica ndéron ve sinapslarin bozulmasini
saglar. Bu protein ndron icinde c¢oziilmeyen fibriller halinde toplanip yumaklari
olusturur. Bu yumaklarin ana bileseni beta amyloid peptidlerdir. Beta amyloid peptidler
ilk diffiiz plaklara ve sonra noéritik plaklara doniisiir. Noritik plaklarin olusumu iltihap,
toksisite, oksidatif stres, mitokondri fonksiyon bozuklugu, néritik dejenerasyon ve
hiicre oliimiine neden olur (Haase vd., 2013; Castellani, Rolston & Smith, 2010;
Blennow, de Leon & Zetterberg, 2006).

2.2.5. Beta Amyloid Peptidlerin Damar ve Kan Doku Uzerinde Etkileri

Beta amyloid peptidler beyinde sikga goriildiigii gibi kan dolagim sisteminde de
bulunurlar. Kan dolasim sisteminde bulunan beta amyloid peptidlerinin kaynag da
beyin, damar diiz kasi hiicreleri veya endotel hiicreler gibi periferdeki dokular olabilir.
Beta amyloid peptidlerin insan viicudundaki damar i¢inde birikim yapmasi kapiller
damarlarda tikanikliga, biikiilmelere ve ¢ogu zamanda endotel hasara sebep oldugu gibi
kapiller sistemde gecirgenligine ve iltihaba sebep olan sitokin saliniminin ve vaskiiler
sistem adezyon molekiillerinin artmasima yol actigi bilinmektedir (Bolikkbas1 Hatip,
Hatip-Al-Khatib, 2013). Beta amyloid peptid 1-40’in kan dolasimindaki seviyesi normal
fizyolojik degerlerin {izerine ¢ikarsa vaskiiler fonksiyonda bozulmalar meydana gelir.
Ayrica beta amyloid peptid 1-40 serebral damarin tonusunu da artirir, kan akim hizim
diislirir serotonin ve endotelin-1 gibi ajanlara ait vaskiiler aktivitenin daha da
giiclenmesini saglar (Boliikbas1 Hatip, Hatip-Al-Khatib, 2013; Paris vd., 2000; Thomas
vd., 1997; Dietrich vd., 2010).

Farelerde B-amyloid 1-40, amigdala i¢ yiizeyine enjekte edildikten 2 hafta
sonra vaskiiler cevaplarin degisime sebep oldugu bildirilmistir. Bu peptid yalnizca
damar igerisinde birikim yaptiktan sonra serebrovaskiiler fonksiyonda degisikliklere
sebep oldugu rapor edilmistir. Damar igindeki beta amyloid peptid yigilim1 neticesinde
damar biitiinligiinii bozan hiicresel yikim olusur. -amyloid 1-40’in damar i¢i endotelde
prostaglandin E2 (PGE2) maddesinin iiretimini (Paris vd., 2000) ve glikoz taginimini
azaltarak endotel fonksiyonlarinda bozulmalara sebep oldugu bildirilmistir (Blanc,
Toborek, Mark, Hennig & Mattson, 1997). B-amyloid peptidler damarlardaki diiz kas

hiicrelerini de etkileyip bu hiicrelerde iltihap olusumuna ve biiziilmelere sebep olur.



Damarlardaki diiz kas hiicrelerinde beta amyloid peptid 1-40 yi8ilimi1 neticesinde
eicosanoid (PGF20) ve arasidonik asit tretimi artar (Townsend, 2002). Damar
endotelinde ve damar diiz kasi ¢evresinde B-amyloid peptid 1-40 birikimi goriilse de
dejeneratif degisikliklerin en ¢ok endotel hiicrelerinde meydana geldigi bildirilmistir
(Boliikbas1 Hatip, Hatip-Al-Khatib, 2013).

B-amyloid peptid 1-40’in sigan aortunda asetilkolin kaynakli gevsemeyi
azaltigt ve damar endotelinde, endoplazmik retikuluma ait inozitol tii¢ fosfat
reseptOrlerinden kalsiyumun sizmasina neden oldugu bilinmektedir. Sonug olarak; beta
amyloid peptid 1-40, endotel hiicrelerde damarlarin asetilkoline kars1 olan duyarliligini
ve nitrik oksit iiretimini azaltarak endotel fonksiyonunun bozulmasma neden olur
(Boliikbas1 Hatip, Hatip-Al-Khatib, 2013). Ayrica B-amyloid peptidler siganlarda deri
kapillerlerinde biiziilme etkisi gostererck endotel fonksiyon bozukluguna sebep oldugu
gibi bu peptidler al adrenerjik kardiyovaskiiler reseptorlerini de aktif hale getirerek

sican aortunda ve koroner arterlerinde biiziilmelere sebep olur (Haase, 2013).

2.3. Florun Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Flor kelimesi Latince de “fluere” kelimesinin tiiremis ve dilimizde ise “akmak”
anlamini tasiyan bir mineraldir (Beyhan, 2003; Oguz, 2013). Flor brom, iyot ve klor
gibi halojenlerle hizli sekilde yer degistirip onlarin yerine gegebilen yapiya sahip bir
element formundadir. (Kiigiikirmak, 2007; Akarsu, 2013). Flor inorganik ve organik
yapidaki maddelerle ¢ok cabuk biitiinliik olusturabilen, en hafif halojenlik, en yiliksek
elektronegatiflik ve kimyasal yap1 olarak en aktif elementlerin igerisindedir. (Sozbilir ve
Baysu, 2008).

Flor elementi “F” ile sembolize edilir ve 9 atom numarasina sahiptir ve
halojen grubuna ait bir elementtir. F elementi % 10 oraninda saf olarak dogada bulunur
ve elektronlarinin dizilisi 1s% 252 2p5dir (Oguz, 2013; Akcamur, 1986; Lide, 2003).
Iceriginde flor bulunduran 150 cesit mineralden en sik rastlananlari siralamamiz
gerekirse; kriyolit (NasAlFs, % 54 F) , flor spat (CaF,, % 49 F) ve floroapatit
(Cayo(PO4)6F,, % 3 F)’tir (Oguz, 2013; Ertiirk, 2006). Flor dogada yalnizca kendi
bilesikleri seklinde bulunur. En 6nemlileri; florit (CaF,), kriyolit (NasAlFs), apatit
Cas(PO4)3, (F, Cl, OH) ve topaz (Alx(SiO4) (OHF),)’tir (Baykut, 1981; Oguz, 2013).
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2.3.1. Florun Dogada Bulunusu

Flor yeryiiziinde dogal olarak bulunma sikligindaki 13. siradadir. Yeryiiziinde
bulunan elementlerin % 0,065’ ini olusturur (Oguz, 2013; Bilgin, 2008).

Bitkiler, toprakta ve hava igeriginde gaz formda bulunan floriiri
emmektedirler. Bitkiler tarafindan emilen flor elementi miktari, bitki tipine, toprak
cinsine ve topraktaki floriir dozajina bagli olarak degisir (Oguz, 2013; Meenakshi,
2004). Daha ¢ok c¢ay yapraklarinda bulunan flor elementi, bitkilerde organik ve
inorganik bilesikler halindedir (Ertiirk, 2006; Oguz, 2013).

En fazla florozis tablosuna volkanik 6zellige sahip bolgelerde rastlanmaktadir.
(D'Alessandro ve ark., 2007; Chernet ve ark., 2001; Bilgin, 2008; Oguz, 2013). Flor
besin zincirine bitkisel ve hayvansal atiklar seklinde topraga geri donerek tekrar
girmektedir (Bilgin, 2008; Browne, 2005; Oguz, 2013). Flor iyonunun yogunlugu genel
olarak yiizeysel sularda 0,01-0,30 mg/1000 mL’dir. Bununla birlikte, flor iyonuna
yeralt1 sularinda litre basina 1 mg’dan 48 mg’ a kadar karsilasilabilmektedir (Beyhan,
2003; Oguz, 2013). Hayvansal kaynaklarda en fazla flor iyonu balikta bulunur. Balik
etinde yaklagik olarak 1 ppm, derisinde 8 ppm, kil¢ik yapisinda ise yaklasik 700 ppm
floriir bulunur (Oguz, 2013; Ertiirk, 2006;).

2.3.2. Florun Viicuttaki Metabolizmasi

Insan  viicudundaki flor elementinin  metabolizmasmin  basamaklar
absorbsiyon, dagilim ve eliminasyondur (Palmer ve Wolfe, 2005; Kerstetter ve ark.,
2003; Oguz, 2013; Bilgin Yiicetiirk, 2008). Gida ile alinan florun yetigskin bireylerde
metabolik olarak ilerledigi giizergah sekil 5’ te gosterilmektedir (Cerklewski, 1997;
Oguz, 2013; Tiiziiner, 2008).
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Flor alimi(2 mg) =——— Mide =———fnce Bagirsak —————— Anik(feges)

(0,1mg-0,4 mg)

(%620-25) (%75-80)

Emilen FlorMiktar

(1,6-1,9 mg)
Ter | PI#.::> Ure
(<0,1 mg) (10-20 mg/L) (1,0-1,4mgq)
(0,5- 1,0 mM)
L
( Digler ve Kemik
Yumusak Doku)

Sekil 5. Florun viicuttaki dagilim semas1 (Cerklewski’dan, 1997)

Havadan solunumla diisik miktarlarda alinabilen flor elementi bagirsak ve
mideden pasif diflizyonla emilir. Midenin asidik ortamina giren flor formunu hidrojen
floriir’e doniistiirmektedir. Emilim midede % 40-50 oranlarinda gergeklesir ve midede
emilime ugrayamayan florun ¢ogunlugu hizlica bagirsaklardan emilir. Bununla beraber
flor emilimi pH’ya bagli olmadan difiizyonla ince bagirsakta gerceklesir (Bilgin, 2008;
Cerklewski, 1997; Oguz, 2013; Tiiziiner, 2008).

Flor elementi viicuda alindiktan sonra bir kismi dislerde, bir kismi kemiklerde,
bir kismi ise yumusak dokularda, tiroid bezinde ve damar duvarlarinda birikir. Floriiriin
viicuttan uzaklastirilma gorevi bobrekler tarafindan yerine getirilmektedir (Ertiirk, 2006;
Bilgin, 2008; Oguz, 2013).

Hayvanlarda alinan florun biiyiik kismi kalsifiye dokularda depolanir ve
bobrekten idrar ile beraber atilir. Eger tiiketilen gidalar Cu, Fe ve Mg gibi metal iyonlari
barindiriyorsa florun emilim diizeyi azalir. (Heifetz ve Horowitz, 1984; Sel, 1991,
Fisher ve ark., 1989).

Florun solunum yoluyla emilimi, gastrointestinal kanaldaki emiliminden ¢ok

daha hizli olmaktadir. Solunumla fazla miktarda floru inhale etmek en ¢ok, hava
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kirliliginin yiiksek diizeyde oldugu sanayi boélgelerinde yasanan bir olaydir (Oktay,
1977; Sel, 1991).

Solunumla veya gastrointestinal kanalla viicuda alinan florun % 10’ luk kismi
aktif iyonize sekilde, % 90’1 ise albuminlere bagli sekilde kan dolasiminda bulunur.
(Uslu ve Gogiis, 1981; Oktay, 1977; Sel, 1991, Fisher ve ark., 1989).

Onerilen giinliikk flor ihtiyaci 1,5-4,0 mg’dir (Samur, 2012). Ortalama bir
beslenme sekli ile giinliik olarak 0,25-0,35 mg flor aliriz. Florun ana kaynagi ise igme
suyudur ve ortalama litrede 0,7-1,2 mg flor bulundurmaktadir (Baysal, 2012; Baysal,
2013).

2.3.3. Florozis

Florozis, fazla miktarda flor alinmasiyla ortaya ¢ikan flor zehirlenmesi olarak
tanimlanmakta olup akut ve kronik florozis olarak iki sekilde ortaya cikmaktadir.
(McDowell ve ark., 1983; Brouwer, 1988; Ersoy ve Baysu, 1986; Sel, 1991;
Walton,1988;).

2.3.4. Akut Florozis:

Flor iceren gazlarin inhale edilmesi veya flor tuzu igeren tiim iiriinlerin
gereginden fazla alinmasi neticesinde akut florozis olusmaktadir. Bulanti, kusma, karin
agrist, ishal ve sik idrara ¢ikma goriilmektedir (Sanli ve Kaya, 1995; Heifetz ve
Horowitz, 1984; Comba, 2011).

Ruminantlar akut florozise maruz kaldiginda, hiperestezi, halsizlik, tremor, ani
istah azalmasi ve solunum yetmezligi ile birlikte 6limle sonuglanan durumlar
goriilebilir (Aytug ve ark., 1990; Comba, 2011). Yiiksek miktar florun midede
hidroflorik asit olugsmasi sonucu mide bagirsak kanali tahris olur ve bu durum kisa
stirede oliimler ortaya ¢ikarabilir (Comba, 2011; Blood ve ark., 1983).

2.3.5. Kronik Florozis:

Kronik florozis; uzun siirecte normal diizeylerde giinliik olarak viicuda alinan
flor dozunun, alinmasi gereken miktarinin asilmasi halinde ortaya ¢ikar (Comba, 2011,
Sanli ve Kaya, 1995). Kronik florozisli canlilarda, dis minesinde goriilen asinma, lekeli
ve tebesirimsi lezyonlar ve diger kemik degisiklikleri, istahta azalma gibi sistemik
etkiler gozlenen ilk belirtilerdir (Comba, 2011; Sel, 1991). Kronik flor zehirlenmesi

neticesinde; kalp, karaciger, bobrek, sinir, iskelet, kas sistemlerinde patolojik sonuglar
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doguran degisiklikler meydana gelebilir. Insan ve hayvanlarda tim bunlara ilaveten,
kemik agrisi, kardiyovaskiiler kollaps, hipokalsemi, diste lezyonlar, agiz ve dudaklarda
ciddi yaralar goriilebilecegi bildirilmistir (Aver ve ark., 2009; Bucher ve
Yiamouyiannis, 1990).

Igme sularinin yiiksek diizeyde flor igermesi, endiistriyel tesislerin yakininda
bulunarak kontamine olan araziler, flor diizeyi yiiksek topraklarda yetisen bitkiler
kronik flor zehirlenmesi sebebidir (Sel, 1991; Comba, 2011; Choubisa, 1999;).

2.3.6. Florun Beyin Uzerine Etkisi

Florozis ilk olarak santral sinir sisteminde etki gostermektedir (Kundu ve ark.,
2015). Yapilan hayvan calismalarinda yiiksek miktarda florun beyin ve beyincik gibi
yumusak dokular tizerinde zararlar olusturabildigi ve asir1 dozda flora maruz kalma
neticesinde florun merkezi sinir sistemi {izerinde fonksiyon bozukluklarina sebep
olabildigi bildirilmistir (Shashi A. 2003; Bouaziz ve ark., 2010).

Kronik olarak yiiksek dozda flor uygulamasina maruz kalan deney
hayvanlarinin beyninde yiiksek oranda flor birikimi olusmus olup bu birikimin igme
suyundaki flor miktarinin artis1 ile orantili arttign goriilmiistiir. Kronik flor toksisitesi
caligmalardaki deney hayvanlarinda serebrovaskiiler ve ndronal biitiinliige zarar
vermekte, normal dis1 davranis paternleri olugturmakta ve beyinde yapisinda metabolik
lezyonlar olusturmaktadir (Shivaraiashankara ve ark., 2002). Kronik florozis
caligmalarina gore hayvanlarda ve insanlarda mental keskinlikte bozulma gibi
norolojik  komplikasyonlarin meydana gelebilecegi yoniinde degerlendirmeler
yapilmistir (Bouaziz, 2010; Shivaraiashankara, 2002; Shivarajashankara ve ark., 2002).

Hayvanlarda elde edilen diger histolojik bulgularda ise; beyin yarim kiiresi,
beyincik ve medulla oblongata bolgesinde protein, DNA ve RNA’da flor miktarin bagli
belirgin azalma gozlenmistir. Yiiksek flor ve diisiik miktarda iyota maruz birakilan
yetiskin  olan ratlarin  beyin hiicrelerinde ise DNA hasar1 kaydedilmistir
(Shivarajashankara ve ark., 2002; Wang ve ark., 2004). Kronik florozis sonrasinda
beynin hiicresel membran yapisinda lipit peroksidasyonu degisimleri gézlenmistir. Flor
tarafindan olusan lipit peroksidasyonunun, beyin ¢oklu doymamus lipitlerden zengin ve
oksidatif yikima yatkin olmasindan dolayr norotoksik etkilere sebep olabilen 6nemli
faktorlerden biri olabilecegi diisiiniilmektedir (Sebastian, 2015; Bouaziz, 2010;
Shivarajashankara ve ark., 2002; Bhatnagar, 2006).
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Iceriginde 100 ppm NaF bulunan suyun 30 giin siireyle ratlar tarafindan
tiiketilmesi ve devaminda 15 giin siireyle birakilmasinin devaminda aligkanliklarda ve
bellekte bozulmalar meydana geldigi ve kisa siireli birakmaninda bu etkileri
engelleyemedigi gozlenmistir. Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan NaF dozajinin ¢ok
yiikksek miktarda olmasi tartisilabilir bir konuyken, insanlarin birgok ¢esitli flor
ajanlarmi yasamlar1 boyunca tiikettigini de géz Oniinde bulundurmak gerekmektedir.
Ayrica bu c¢alismalarda kullanilan hayvan denekleri olan fareler, flor elementine
insanlardan daha dayanikli olup 100 ppm flor kullammmindan sonra flor serum
konsantrasyonu insanlarin 5-10 ppm kullanimi1 sonrasi elde edilen sonuglar ile
esdegerdir (Pereira ve ark., 2011).

Yiksek dozda flor elementine maruz kalmak, farelerin beyinlerinde
asetilkolinesteraz, biitilkolinesteraz ve norotransmiter enzimlerinin aktivitelerinde
azalmalara sebep olur. Hayatin ilk donemlerinde meydana gelen flor toksikasyonunun
beyin fizyolojisine miidahalede bulundugu ve norotoksisiteyi tetikledigi belirtilmistir
(Bouaziz ve ark., 2010). Florun net olarak IQ {iizerine etkisi bilinmemektedir. Fakat flor
ile iligkili olarak beyinde membran lipit degisimlerine ilave olarak kolinesteraz
aktivitesinde azalmalar gozlenmistir. Florun bu toksik etkisi, asetilkolin aktivitesinde
diismelere yol agarak beyin dokusundaki sinir impulslariin aktarimini bozmak seklinde
olabilir (Wang ve ark., 2004; Trivedi ve ark., 2007; Bhatnagar ve ark., 2006). Ozellikle
icme sularinda yiiksek miktarda flor bulunan Cin ve Hindistan gibi iilkelerde 1Q ve flor
tizerine farkli ¢aligmalar yiiriitiilmiis olup i¢gme sularinda yiiksek doz (1,5 ppm’den
fazla) flor iceren su tiiketen 10-12 yaslarindaki ¢ocuklarda sik¢a dental florozis ile
beraber diisiikk 1Q goriilmiis olup, diisiik ve normal seviyede florlu su tiikketenlerin 1Q
diizeyleri arasinda anlaml fark goriilmemistir (Sebastian, 2015). Varner ve arkadaslari
yaptig1 ¢alismayla, aliiminyum floriir (0,5 ppm) ve sodyum floriiriin (2,1 ppm) kronik
kullanimmnin  beyin yapisinda bariz morfolojik degisimlere neden oldugunu
gostermislerdir (Varner ve ark., 1998). Insanlarda idrarda saptanan flor seviyesi ile zeka
seviyesi arasinda ters bir iligski oldugu ve bu sebeple, igme sularinda bulunan yiiksek
flor ile cocuklardaki zeka gerilemesi arasinda iliski olabilecegi iizerinde durulmaktadir
(Wang ve ark., 2007; Trivedi ve ark., 2007; Lu ve ark., 2000).
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2.4. Flavonoidler ve Antioksidan Ozellikleri

Flavonoidlerle ilgili yapilan son c¢alismalarla flavonoidlerin antioksidan
etkilerinin yanisira antienflamatuvar, antiviral, antitrombotik, antiallerjik 6zelliklerinin
de bulundugunun o6grenilmesinden dolay1r bilimsel calismalardaki Onemi gittikge
artmaktadir. 4000’in iizerinde ¢esidinin oldugu tahmin edilen flavonoidler domates,
elma, sogan, baklagiller ve cayda fazla miktarda bulunmaktadir (Bors ve ark., 1990;
Yetiik, 2013; Stavric, 1994).

Flavonoidler ~ bes  farkli  ana  grupta;  flavanonlar,  flavonoller,
proantosiyanidinler, antosiyanidinler ve katesin-kuersetinler seklinde incelenmektedir.
Flavonoidler, grup olarak fenolik maddeler grubuna dahil edilmektedirler ve aromatik
halkasinda bir ve/veya daha ¢ok hidroksil grubu igeren bilesikler oldugu bilinmektedir
(Yetiik, 2013; Shahidi ve Naczk, 1995). En basit yapida fenolik maddenin, bir adet
hidroksil grubu igeren benzen bulundurdugu yine yapilan ¢alismalarda belirlenmistir
(Yetiik, 2013; Cemeroglu ve Acar, 1986).

Yesil ¢cay (Camellia sinensis) in fenolik madde igerigi bakimidan en zengin
yapidaki bitki oldugu tespit edilmistir (Yetiik, 2013; Willson, 1995). Yapisinda
flavonoid ve diger polifenolleri bulunduran ¢ok sayida gida bulunmaktadir. Ayrica
fenolik asit igerigi agisindan zengin yapiya sahip olan bu besinlerin karaciger tizerindeki
yiiksek koruyucu etkilerinin oldugu da tespit edilmistir. Fenolik asit bakimindan zengin
icerige sahip olan gidalar antibakteriyel, antienflamatuar, antiallerjik, antiviral ve de en

onemlisi antioksidan ozellik gosterirler (Yetiik, 2013; Fujii ve ark., 2008).

2.5. Kuersetin

3,3,4,5,7-Pentahidroksiflavon (kuersetin) en c¢ok kabuklu meyvelerin kabuk
kisimlarinda, yaprakli sebzelerde, siyah cay, cilek, kirmizi sarap ve bazi meyve
sularinda dogal olarak bulunan polifenolik bir flavonoiddir. Fenolik yapidaki
maddelerin 6nemli biyolojik 6zelliklerinden birisi ise antioksidatif etki gdostermesidir.
Kuersetin gibi antioksidan yapidaki flavonoidlerle yapilan in vitro galismalarda az
yogunluklu lipoproteinlerin oksidasyonuna ve hiicre toksikasyonuna azaltict etki
gosterdigi belirtilmistir (Yetiik, 2013; Luzia ve ark., 1997). Ekstra olarak kuersetinin
antiviral, antibakteriyel, antienflamatuar, antikarsinojenik ve antioksidan etkileri vardir
(Yetiik, 2013; Crespy ve ark., 1999). Kuersetin apoptozu indiikler, timdr gelisimini

engeller, hiicrelerde serbest oksijen radikallerinin olusmasimi engeller, lipid
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peroksidasyonuna karst koruma gorevini istlenir, protein kinazlari ve fosfolipaz A2'yi
inhibe eder, membran akiskanliginmi arttirir, farelerde oksidatif hasara karsi eritrosit
membranini korur (Pawlikowska-Pawlega ve ark, 2003; Coskun, 2005; Yetiik, 2013).

Kuersetin in vitro ¢alismalarda adenozin Al- reseptoriiniin antagonisti olarak
goriiliir (Alexander, 2006) ve kafeinde oldugu gibi analjezik etki ve sonuglari olabilir.
Bu sekilde uzamis egzersizler sirasinda kafeinde oldugu gibi giic ve agri hissini
azaltarak fiziksel performansi arttirabilir (Cureton ve ark., 2007). Hayvanlarla yapilan
caligmalarda kuersetin uygulamasinin kan basincini (Edwards ve ark., 2007), oksidatif
stresi (Coskun ve ark 2005) ve az dereceli sistemik enflamasyonu (Comalada ve ark.,
2005) dusiirerek ve mitokondriyal biyogenezi yiikselterek (Davis ve ark., 2009) sagliga
olumlu katkilar sagladigi degerlendirilmistir. Geng ve saglikli katilimcilarla yiiriitillen
caligmalarin sonuglarina gore, yapilan kuersetin desteginin enflamasyonu (Nieman ve
ark., 2007) ve oksidatif stresi (Shanely ve ark., 2010) azaltmadigi bildirilmistir.
Finlandiya’da yapilmis genis Olcekli bir ¢aligmada, kuersetin agisindan zengin igerige
sahip elma ve sogan yliksek miktarda tiiketildiginde, koroner kalp hastalikligi sebepli
olim riskinin distigi belirtilmistir  (Knekt ve ark., 1996; Hertog ve ark., 1993;
Ergiizel, 2006).

2.5.1. Kuersetinin Yapsi:
Yapisal olarak 3,3'.4' ve 5,7 pozisyonlarina —OH grubu ekli olan kuersetin,
(3,3,4',5,7-pentahidroksiflavon) olarakta isimlendirilir. Flavonoidlere ait flavon

grubunda yer almaktadir.

HO
OH

HO O

OH
OH O

Sekil.6. Kuersetinin Yapisi (Ergiizel, 2006).
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2.5.2. Kuersetin Bilesiginin Fiziksel Ozellikleri

Kuersetinin formiil yapis1 C15H1007- dir ve igerik olarak % 65,19 C, % 37,06 O
ve % 3,34 H igerir. Safligit % 95’den biiyiikk kuersetinin molekiil olarak agirlig: ise
302,24 g/mol’diir. Alkolde ¢6ziinebilir, suda neredeyse hi¢ ¢6ziinmez ve erime noktasi
314°C’dir. Kat1 toz halinde ve hardal sarisi renkte olup, asetik asit ¢ozeltisi igine
eklendiginde ¢ok yogun sar1 tonda renk agiga ¢ikararak ¢oziiniir. Saklama kosulu giines
1s15indan uzakta ve +4 °C olmalidir (Ergiizel, 2006).

Kuersetinde diger tiim flovanlar gibi antioksidan yapiya sahip olup, ¢ok genis
kullanim alanina sahiptir. (Karadag, 2003; Miura ve ark., 1995; Ergiizel, 2006; Martini
ve Katerere, 2004). Dogada ¢ogunlukla farkli flavonoidlerle birlikte bitkilerin
yapraklarinda, saplarinda ve ciceklerinde flavon bilesigi seklinde bulunmaktadir.
Dolayisiyla kuersetin en ¢ok bitki caylarmin igeriginde bulunur (Karadag, 1997;
Ergiizel, 2006). Metabolizmay1 hizlandirmak, kuersetinin baslica gorevi olup bu sayede
viicudumuzdaki yaglari yakma ve toksinlerden arindirma gorevini iistlenir. Ahududu,
kirmiz1 yaban mersini, kiraz, siyah cay, greyfurt, elma, brokoli, lifli yesillikler ve diisiik
miktarlarda da yesil yaprakli sebzeler ciddi kuersetin kaynaklaridir (Ergiizel, 2006).

Kuersetin ayn1 zamanda dogal sar1 boya ekstrakti olarakta ozellikle tekstil
alaninda kullanilmaktadir (Ergiizel, 2006; Miller ve Schreirer, 1985; Garcia-Closas ve
ark., 1998; Knekt ve ark., 1996; Karadag ve Bohmer, 2001; Hadek ve ark., 2002).

2.5.3. Kuersetinin Viicuttaki Fonksiyonlari

Kuersetin, antioksidan 6zellige ile LDL’nin okside olmasini engelledigi gibi
bir¢cok antioksidandan daha giiglii olmas1 sebebiyle kalp hastaliklarini ve akciger kanseri
riskini olduk¢a azalttigi, astim tedavisi ve alerji tedavisinde etkili oldugu, solunum
yollarin1 ve hatta akcigerleri kirli hava ve ozellikle sigaranin etkilerinden korumaya
destek oldugu ve kolesterol diizeyini asagilara g¢ektigi bildirilmistir (Hertog ve ark.,
1993; Ergiizel, 2006).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1.Materyal

3.1.1. Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

Kuersetin (Sigma Adlrich, Germany), potasyum dihidrojen fosfat (Merc), NaF
(Sigma Adlrich, Germany), formaldehit (Merck), alkol (Merck), ksilol (Merck), alkalin
fosfataz, parafin, mouse amyloid beta 1-40 (ApB1-40) ELISA Kkiti (Shanghai Yehua
Biological Technology Co.), mouse amyloid beta 1-42 (AB1-42) ELISA kiti (Shanghai
Yehua Biological Technology Co.), mouse 8-Hydroxy-desoxyguanosine (8-OHdG)
ELISA kiti (Shanghai Yehua Biological Technology Co.), TAK ve TOK Kkitleri (Total
Oxidant Status Assay kit, Rel Assay Diagnostics, RL0024, TURKEY), vorteks (MSI
IKA), derin dondurucu, santrijiij cihazi (Niive), ph metre, Autolab (AMS Srl),
Autoanalyzer, hematoksilen-eozin, hassas terazi (Precisa LS 220 SCS), homojenizator
(Heidolph), distile su cihazi (Niitve NS 112), Deiyonize su cihazi, ELISA okuyucu
(Infinite F 50), otomatik pipetler (Nichipet EX, Isolab Nichiryo, Ependorf).

3.1.2. Hayvan Materyali

Calismamiz i¢in Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan 2015-02 sayili (Ek-1) etik kurul karar1 alindi. Calismada kullanilacak olan
farelerin bakimi ve beslenmesi, tiim arastirma siiresi boyunca Ondokuz Mayis
Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi (DEHAM)’da yapildi. Calismada,
ortalama agirliklari yaklagik 20-25 g olan, 8 haftalik Swiss albino tiirii 40 adet erkek
fare kullanildi. Fareler, 20-24 °C ortalama sicaklik ve % 55-60 civar1 ortalama neme
sahip ortamda tutuldu. 40 adet fare, ¢alisma igin 4 esit gruba (n=10) ayrildi. Calisma
diizeni altta agiklandigi sekilde ayarlandi.

3.1.3. Deneysel Diizen
1. grup kontrol: normal igme suyu (0,8 ppm flor ),

2. grup: 0.4 mL deiyonize suya 12 mg/kg ca/giin NaF oral (Verma ve ark., 2007)
3. grup: 40 mg/kg/giin kuersetin (Jung ve ark., 2012)

4. grup: 0.4 mL deiyonize suya 12 mg/kg/giin NaF + 40 mg/kg/giin kuersetin oral

olarak verildi.
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Calismada kullanilan igme suyunun flor degeri 0,8 ppm dir. Ayrica fareler
diizenli olarak giin i¢inde, standart fare pelet yemi ile ad libitum beslendi.
Calismamizda onceden yapilmis bir ¢alisma modeli 6rnek alinarak deneme stiresi 30

gtin olarak belirlendi (Verma ve ark. 2007).
3.2. Metot

3.2.1. Numune Toplanmasi ve Analizler

30 giinliik siire tamamlandiginda her gruptaki farelerin tamamindan kan
ornekleri alinip, ksilazin (30 mg/kg i.p) ve ketamin (300 mg/kg i.p) kullanilarak
Otenazileri gergeklestirildi. Farelerden serum igin alinan kan ornekleri, laboratuvar
ortaminda 20 dk bekletildikten sonra, +4 C%de 10 dk 1550 g ile santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi elde edilen kan 6rneklerinin serum kismi ¢ekilerek ependorf tiiplere
aktarild1 ve analizler gerceklestirilinceye kadar -20 C*’de muhafaza edildi.

Devaminda farelerin beyin dokulart ¢ikartildi ve beyin dokusu tartimlart yapildi
(Mishra ve Flora, 2008). Biyokimyasal analizler i¢in gerekli olan doku, 50 mL fosfat
tampon (ph 7,5) ile 1500 rpm de 3 dk homojenize islemine tabi tutuldu. Daha sonra
1550 g, +4 °C de 10 dk santrifiij edilen 6rneklerin siipernatant kisimlari analizler
gergeklestirilinceye kadar -20 C° de muhafaza edildi.

Beyin doku ve serum orneklerinin TOK ve TAK analizleri ile 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin (8-OHdG), amiloid p-40 ve amiloid B-42 protein diizeyleri analizleri
ELISA test Kitleri ile prosediirde belirtildigi sekilde caligilarak ELISA okuyucuda

okundu, oksidatif stres indeksini hesaplama islemi yapildi.
3.2.2. TOK ve TAK Analizleri

Serumda Total Oksidan Kapasitesi (TOK) Analizi

Serumda total oksidan kapasitesi Ol¢limii, asidik ortamda demir iyonunun
kromojenle renkli yapida kompleks olusturma esasina dayanmaktadir. Numunedeki
oksidanlarin miktarinin degisimi gore rengin siddetindeki degisim izlenmektedir. Renk
yogunlugunun spektrofotemetrik olarak tespit edilebildigi hazir olarak temin edilen
ticari kit (Total Oxidant Status Assay kit, Rel Assay Diagnostics, RL0024, TURKEY)
kullanilarak altta belirtildigi sekilde yapildi.
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1. Standart ve drnekler 6 pL pipetlendi.

2. Uzerine Reagent 1°den 100 L eklendi ve 30 sn sonra okutuldu (A1).

3. Uzerine Reagent 2’den 15 pL eklendi ve karistirilip, 37 °C’de 5dk inkiibe
edildikten sonra 660 nm de okundu (A2).

4. Asagida verilen formiile gore hesaplama yapildi.

TOK Hesaplamasi: A2-Al = AAbs
Sonug¢ = AAbs 6rnek x 10 / AAbs Standart

Serumda Total Antioksidan Kapasitesi (TAK) Analizi
Serum igeriginde total antioksidan kapasite Ol¢limii, serum numunesi
icerisindeki antioksidanlarin ABTS'den kaynaklanan koyu yesil-mavi rengi azaltmasi
neticesinde sekillenen absorbans degisimini 6lgme esasina dayanmaktadir. Hazir olarak
temin edilen ticari kit (Total Antioxidant Status Assay kit, Rel Assay Diagnostics,
RLO0O017, TURKEY) kullanilarak yapildi.
1. Standart, 6rnekler ve su 15 pL pipetlendi.
2. Uzerine Reagent 1°den 100 pL eklendi ve 30 sn sonra okutuldu (A1).
3. Uzerine Reagent 2’den 5 uL eklendi ve 37 °C’de 5dk inkiibe edildikten sonra
530 nm de okundu (A2).

4. Asagida verilen formiile gore hesaplama yapildi.
TAK Hesaplamasi: A2-Al = AAbs
Sonug = (AAbs Su - AAbs 6rnek) /(AAbs Su — AAbs Standart)

3.2.3. 8-OHdG ELISA Kiti Cahisma Prensibi ve Analizi

Mouse 8-Hydroxy-desoxyguanosine (8-OHdG) ELISA Kkiti c¢ahisma
prensibi

8-OHdG ELISA kitinde, orneklerin yarigsmali olarak Onceden plakanin
kuyucuklarina baglanmamis 8-OHdG ile veya standartlarla baglanmasi prensibinden
yararlanildi. Standart veya Orneklerdeki 8-OHdG’e baglanan antijenlerin yikanip
temizlenmesi ile sadece sabit 8-OHdG’ler kuyucukta kald1 ve bunlarda ikinci bir antijen
(Anti-Mouse IgG:HRP Conjugate) varhiginda belirlendi. Tekrar yikama isleminin

sonunda baglanmamis olan ikincil antijenler de ortamdan uzaklastirilarak ve de ortama
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katilan kromojen substratla renk olusumu goézlendi ve daha sonra spektrofotometrik

sistemle tayin yapild1 (Mizushima Y, Kan S., 2001).

8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) Protein Diizeyi Analizi

Calismamiz igin temin edilen ticari kit (Mouse 8-Hydroxy-desoxyguanosine

(8-OHdG) ELISA Kiti kullanilarak asagida anlatildig: sekilde yapildi.

1.

10.
11.
12.

96’lik plate tizerinde 1. Kuyu blank (0) olarak belirlendi ve sadece distile su
eklendi.

Blank (0) kuyucugundan sonraki 5 kuyucuga sirasiyla 50ul standartlar eklendi.
Blank (0) ve standart kuyucuklari hari¢ diger kuyucuklara 40ul plazma ve beyin
orneklerinden eklendi.

Sonra blank (0) ve standart kuyucuklari hari¢ tiim kuyulara 10ul 8-OHdG anti-
antikorundan eklendi.

Devaminda blank (0) kuyucugu hari¢ her kuyucuga 50ul Streptavidin-HRP
eklendi.

Hazirlanan plate 60 dk, 37 °C’de inkiibe edildi.

Etiivden ¢ikan 6rneklerin sivi kisimlari lavaboya ¢irpilip lizerine twin-80, twin-
20 tiirevi yikama soliisyonu 5 kere eklenip ¢irpma islemi tekrarlandi (yikama
soliisyonu 20pL soliisyonun iizerine 30 kat distile su eklenerek hazirland).
Reagent-A soliisyonundan tiim kuyucuklara 50 pL eklendi.

Reagent-B soliisyonundan tiim kuyucuklara 50 pL eklendi.

Plate 10 dk, 37 °C’de inkiibe edildi.

Tiim kuyucuklara 50 pL stop soliisyonu eklendi (renk maviden sariya dondii).

Tiim ornekler 450 nm’de okutuldu.
3.2.4. AB1-40 ve Ap1-42 ELISA Kitleri Calisma Prensibi ve Analizleri

Mouse Amyloid Beta 1-40 (Ap1-40)veMouse Amyloid Beta 1-42 (Ap1-42)

ELISA Kkitleri ¢alisma prensibi;

AP1-40 ve AP1-42 kitlerinde, orneklerin standart veya onceden plakanin

kuyucuklarina baglanmamis AP1-40/AB1-42 ile yarismali olarak baglanmasi

prensibinden yararlanilmaktadir. Standart veya Orneklerdeki AP1-40/Ap1-42’ye

baglanan antijenlerin yikanip temizlenmesiyle sadece sabit AP1-40/Ap1-42’ler

kuyucukta kalir ve bunlarda ikinci bir antijen (Anti-Mouse IgG:HRP Conjugate)
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varliginda belirlendi. Tekrar yikama isleminin sonunda baglanmamis olan ikincil

antijenler de ortamdan uzaklastirilarak, ortama katilan kromojen substratla renk

olusumu gozlenip spektrofotometrik sistemle tayin yapildi (Mizushima Y, Kan S 2001).

Amyloid Beta 1-40 (Ap1-40), Amyloid Beta 1-42 (Ap1-42) Protein Diizeyi

Analizleri

Calismamiz i¢in temin edilen ticari kit (mouse amyloid beta 1-40 (Ap1-40) ve

mouse amyloid beta 1-42 (AP1-42) ELISA Kkitleri) kullanilarak asagida anlatildigi

sekilde yapildi.

1. 96’lik plate ilizerinde 1. Kuyu blank (0) olarak belirlendi ve sadece distile su
eklendi.

2. Blank (0) kuyucugundan sonraki 5 kuyucuga sirastyla 50 pL standartlar eklendi.

3. Blank (0) ve standart kuyucuklar1 hari¢ diger kuyucuklara 40 pL plazma ve
beyin drneklerinden eklendi.

4. Sonra blank (0) ve standart kuyucuklari hari¢ tim kuyulara 10 pL Ap1-40/Ap1-
42 anti-antikorundan eklendi.

5. Devaminda blank (0) kuyucugu hari¢ her kuyucuga 50 pL Streptavidin-HRP
(mavi renkli) eklendi.

6. Hazirlanan plate 60dk, 37 °C’de inkiibe edildi.

7. Etiivden ¢ikan o6rneklerin sivi kisimlart lavaboya ¢irpilip {izerine twin-80, twin-
20 tiirevi yikama soliisyonu 5 kere eklenip ¢irpma islemi tekrarlandi (yikama
sollisyonu 20 pL soliisyonun iizerine 30 kat distile su eklenerek hazirlandz).

8. Reagent-A soliisyonundan tiim kuyucuklara 50 pL eklendi.

9. Reagent-B soliisyonundan tiim kuyucuklara 50 pL eklendi.

10. Plate 10 dk, 37 °C’de inkiibe edildi.

11. Tiim kuyucuklara 50 pL stop soliisyonu eklendi(renk maviden sartya dondii).
12. Tiim ornekler 450 nm’de okutuldu.

3.3. Istatistiksel Degerlendirme
Calisma gruplari arasindaki istatistiksel farkliliklar1 ortaya koyabilmek igin

veriler ANOVA ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Analizler sonucunda beyin 8-OHdG degerleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda
2. grupta anlamli bir artis tespit edildi (p<0,05). Serum 8-OHAG degerleri ise kontrol
grubu ile diger gruplar arasinda anlamli bir degisiklik gozlenmedi. Beyin ve serum TOK
degerleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda, beyin TOK degerlerinde 2. grupta
(p<0,05), serum TOK degerlerinde ise tiim gruplarda anlamli bir artis tespit edilmistir
(p<0,001). Beyin ve serum TAK degerleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise, beyin
TAK degerlerinde, 3. ve 4. gruplarda (p<0,001), serum TAK degerlerinde 2. ve 4.
gruplarda (p<0,01) anlamli bir diisiis goriilmiistiir. Beyin ve serum amiloid B-40 ve
beyin amiloid B-42 degerleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir degisiklik
goriilmemis olup, serum amiloid B-42 degerlerinde ise 2, 3 ve 4. gruplar ile kontrol
grubu arasinda kiyaslama yapildiginda anlamli bir artis tespit edildi (p<0,001). Beyin ve
serum OSI degerlerine gére, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 2. gruplarda anlamli
bir artis goriildii (p<0,05). Total protein sonuglarina gore kontrol grubuyla diger gruplar
kiyaslandiginda anlamli bir degisiklik gézlenmedi.

Tiim gruplara ait serum 8-OHdG, amiloid -40, amiloid B-42 ve total protein
diizeyleri Tablo 1’ de, beyin 8-OHdG, amiloid -40, amiloid p-42 ve total protein
diizeyleri Tablo 2’de, beyin ve serum OSI, TAK ve TOK degerleri ise Tablo 3’te

verilmistir.
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Tablo 1. Serum 8-OHdG, Amiloid B-40, Amiloid -42 ve total protien diizeyleri

8-OHdG Amiloid Amiloid Total Protein
SERUM p-40 p-42
Ng/mL Ng/L Ng/L g/dL
Kontrol 18,53+2,95 332,1£15,9 80,0+19,5% 5,870+0,923
Flor 14,18+0,8 301,6+23,1 284,4+25.4° 7,544+0,728
Kuersetin 15,24+0,32 329,2+21,4 256,9+27,0 b 6,560+0,483
Flor +Kuersetin 16,86+0,39 309,1+£17,9 336,916,8" 6,160+0,645

*3, b: Ayni siitunda bulunan farkli harfler istatistiki olarak anlamhdir. (p<0,05)
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Tablo 2. Beyin 8-OHdG, Amiloid B-40, Amiloid -42 ve total protein diizeyleri

BEYIN B-40 p-42
Ng/mL Ng/L Ng/L g/dL

Kontrol 18,74+1,192 464,5+£23,9 286,2+20,5 5,870+0,923
Flor 23.86+1,83% 47234230  306,4+12,0 7,544+0,728
Kuersetin 19,59+1,062 497,7+12,0 311,3£29,3 6,560+0,483
Flor +Kuersetin 19,14+0,872 436,1+12,1 277,8+17,9 6,160+0,645
*a, b: Ayni siitunda bulunan farkli harfler istatistiki olarak anlamlidir (p<0,001)
Tablo 3. Beyin ve serum OSI, TAK ve TOK diizeyleri

Beyin OSI  Beyin TAK  Beyin TOK  Serum OSI  Serum TAK  Serum TOK

(TOK/TAK) mmolTrolox pmol H202  (TOK/TAK)  mmol Trolox ~ Mmol H202

*100 Equiv./L Equv./L *100 Equiv./L Equv./L

Kontrol 62,3+£33,0%  8,38+0,709%  5,65+1,59° 1083+693 2 7,47+1,34°2 56,9+5,28 2
Flor 481+630,7%  5,79+0,637°  4,34+0,789° 3514+2355°  3,41+0,870°  77,8+3,08"
Kuersetin 158,1491,1%  3,73+0,788 b 4,50+0,693% 1816+1179% 5,50+0,749 % 75,8+2,42 b
Flor 351472  243:0810° 10.814225° 2763£1077°  33140454°  78,743,04°
+Kuersetin

*a, b: Ayni siitunda bulunan farkli harfler istatistiki olarak anlamlidir. (p<0,05)
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5. TARTISMA

Flor ve flor igeren bilesikler, II. Diinya Savasi’ndan sonraki donemde ticari
olarak kullanilmaya baslamistir. Niikleer enerji calismalari, atom bombasi projesi ile
fazla miktarda tiretilmistir (Beyhan, 2003). Flor igeren kaynaklar arasinda sert sular,
volkanik gazlar, okyanus spreyi, yanmis komiir dumani ve birtakim endiistriyel islemler
sayilabilir. Yiiksek oranda floriir iceren giibre, tugla, ¢cimento, demir gibi endiistrilerin
atik sular1 ¢evremizdeki yiiksek floriiriin sebebidir (Avci ve ark., 2009; Kii¢iikirmak,
2007).

Diinyadaki flor kaynaklarmin yayginliginin sebep oldugu endemik florozis,
insan ve hayvanlarin sagligini ciddi bir sekilde bozan biyokimyasal hastaliklarin neden
oldugu faktorlerden birisidir. Florozisi engellemek ve tedavi etmek ¢ok onemlidir.
Korunma ve tedavi edici yontemler esas olarak florozis mekanizmasina dayanmaktadir.
Calismalar gdstermektedir ki kronik flor maruziyeti serbest radikallerin asir1 liretimini
uyarabilmekte (Shiells ve Falk, 1992) ve sadece kemik dokuya degil ayni zamanda
yumusak dokulara ve kardiyovaskiiler sisteme de hasar verebilmektedir (Xu, 1997).
Flor toksikasyonuna maruz kalinan bolgelerde gozle goriilebilen ilk problemler kemik
ve dislerde olustugundan, durum ancak bu asamaya geldiginde Onlemler alinmaya
calisilmaktadir. Oysa halojen elementlerin en reaktifi olan flor, yumusak dokular ve
beyinde de hasarlar meydana getirmektedir. Bu da insan ve hayvanlarin saghginda ciddi
sorunlar olusturmaktadir. Insan sagligi acisindan yasam Kkalitesi diismekte, gesitli
hormonal ve biyokimyasal mekanizmalar bozulmakta, ortalama omiir azalmaktadir.
Endiistrilesmenin hizli bir sekilde artmasiyla beraber flor toksikasyonundan etkilenen
bolgelerde ciddi kayiplar yasanmaktadir. Bu olumsuz etkilenmeler neticesinde
hayvansal tiretim ve verim diismekte, iilke ekonomisinde ciddi kayiplar yasanmaktadir.
Ozellikle de gegim kaynagi sadece hayvancilik olan bdlgelerde yasanan kayiplar daha
fazla hissedilir olup ekonomik sorunlara da sebep olmaktadir (Fidanci1 ve ark., 1998;
Kennedy, 1999; Choubisa, 2001; Ersan ve ark., 2010; Jung ve ark., 2012). Stabil
kosullarda laboratuvar hayvanlariyla yaptigimiz bu kontrollii ¢alismayla flor kaynakli
toksikasyon neticesinde olusacak hasarlarda, bitkisel kaynakli bir antioksidan olan
kuersetin kullanarak ortamda meydana gelen serbest radikalleri temizleyip, oksidatif
hasart minimuma indirmeyi, amiloid B-40 ve -42 plaklariin olusumunu engellemeyi

ve flordan kaynaklanan sorunlar1 azaltmay1 hedefledik.
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Cesitli i¢ ve dis etkenler sebebiyle fiziksel ve kimyasal degisiklikler DNA nin
yapisinda, transkripsiyonu ve replikasyonu durdurarak, 6liimciil veya dogrudan ya da
dolayli mutajenezle mutasyonlara yol acar, reaktif oksijen tiirleri, 8-OHdG igeren ¢esitli
lezyonlar olusturur (Turner ve ark., 2004; Kulaksiz ve Sancar, 2007). Oksidan ve
antioksidan denge bozuldugunda oksidatif stres ortaya ¢ikar, DNA, lipid ve proteinlerde
ciddi oksidatif hasarlar olusur (Chandrasekara ve Shahidi, 2011). Antioksidanlar
gorevleri gere8i ortamda bulunan serbest radikalleri temizler. Kuersetinin farmakolojik
ve biyolojik etkilerinin yaninda iyi de bir antioksidan madde simifina girdigi
bildirilmigtir (De Boer ve ark., 2000). Yaptigimiz ¢alismada flor toksikasyonu altinda
kuersetinin antioksidatif etkilerini inceleyebilmek icin beyin dokusu ve serumda TOK
ve TAK seviyeleri ile 8-OHdG, amiloid B-40 ve amiloid B-42 protein diizeyleri
arastirildi.

Yiiksek miktarda flor alimi neticesinde solunum patlamasi artmakta ve
dolayisiyla ‘O2’in fazla iretilmesine neden olmaktadir (Rzeuski, 1990). ‘O;'in direkt
zarar1 olmamakla birlikte H,O, kaynagini artirmasindan dolay:1 zararh etkileri vardir.
H.O, enzim inaktivasyonuna, membran lipidlerinde lipid peroksidasyona ve DNA
hasarma sebep olmaktadir (Lunac, 1990). Solunum patlamasi sirasinda artan H,O, 'O,
‘OH radikalleri, SOD’un inhibisyonuna, dolayisiyla SOD aktivitesinde azalmaya neden
olmaktadir (Rzeuski, Machoy, Chlubek, 1998). Florun karaciger, bobrek, beyin ve testis
gibi pek ¢ok dokuda hiicresel hasara neden oldugu bildirilmektedir (Shayia ve ark.,
1986). Serbest oksijen tiirlerinin hiicre igerisinde fazla miktarda olugsmasi durumunda
hiicrelerin kendine ait antioksidan enzimleri (GSH-Px ve SOD) kullanarak savunma
mekanizmasi olusturdugu belirtilmistir (Halliwell ve ark., 1992). Florun oksidan
etkisiyle ilgili Tao ve ark. (2005) domuzlar lizerinde yapmis oldugu ¢aligmada, degisik
dozlarda flor uygulamasinda serum, karaciger ve bdbrek dokularinda TOK
belirteglerinden olan MDA aktivitesi, TAK seviyeleri, SOD, GSH-Px ve CAT
aktiviteleri arastirilmis ve flor gruplarinda, MDA degerlerinin arttig1, TAK seviyeleri ile
SOD, GSH-Px ve CAT aktivitelerinin azaldigi belirtilmistir. Yiksek diizeyde flor
iceren sulara (7.2-10.7 ppm) kronik olarak maruz kalan insanlarin kan Orneklerinde
MDA diizeylerinin yiikselmesinden dolay1 lipid peroksidasyonun 6énemli oranda arttig
bildirilmektedir (Kumari ve ark., 1991). Flor toksikasyonu olusturulan ratlarin beyin
dokusunda GST, SOD ve CAT diizeylerinin azaldig1 (Vani ve ark., 2000), yine endemik
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florozisli bolgelerde yasayan insanlarin kan plazmasinda ise SOD ve GSHPx gibi
antioksidan enzim aktivitelerinin diisiik oldugu bildirilmektedir (Li ve ark., 1994).
Yapilan bagka bir ¢alismada da, siganlara uygulanan florun serum, beyin, bobrek ve
karacigerde TOK seviyelerinin arttirdigi belirtilmistir. Elde ettikleri sonuglara
dayanarak, biyolojik zara, hiicrelerin islevlerine ve biyomakromolekiillere zarar
verebilen floriiriin, asir1 TOK {iretimine neden oldugu ve TAK seviyelerini azalttigi
belirtilmistir (Inkiclewicz-Stepniak ve Czarnowski, 2010). Benzer sekilde yapmis
oldugumuz calismada da beyin TOK degerlerinde istatistiki olarak anlamli bir artig
goriilirken (p<0,05), flora ilave olarak kuersetin vermis oldugumuz grupta ise
degisiklik goriilmedi. Bu da bize kuersetinin beyinde oksidasyonu Onlemede etkili
oldugunu diisiindiirdi.

Kronik florozis olusturulan rat ve fare caligmalarinda beyin dokusu SOD
aktivitesinde anlamli bir azalma oldugu bildirilmistir (Shivaroshankara ve ark., 2001,
Vani ve ark., 2000). Zhan ve arkadaslarmin yaptigi, florun geng domuzlarda lipid
peroksidasyonun antioksidan sisteme ve lipit peroksidasyonu {izerine etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda; SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinde 6nemli azalma,
MDA seviyelerinde ise 6nemli artis gozlemislerdir (Zhan ve ark., 2005). Calismalar
gostermistir ki, endemik florozisli bolgede yasayan insanlarda ve deney hayvanlarinin
dokularda SOD, CAT ve GSH-Px’in aktivitelerinde azalma olmustur. Bunun nedeninin
de flor toksikayonuyla olusan oksidatif stresten kaynaklanmis olabilecegi bildirilmistir
(Li ve Cao, 1994). Ayrica deneysel kronik florozisli ratlarda SOD aktivitesinde
herhangi bir degisiklik olmadigin1 (Zhi-zhang ve ark., 1989) veya artma oldugunu
bildiren ¢alismalarda mevcuttur (Yu ve ark., 2000). Fare beyin dokusunda yapilan bir
calismada ise CAT aktivitesinde azalma bildirilmistir (Vani ve ark., 2000). Siganlarda
yapilan florozisli ¢alismada florun TAK seviyesini azalttig1 belirtilmistir (Inkielewicz-
Stepniak ve Czarnowski, 2010). Yapmis oldugumuz ¢alismada ise beyin TAK diizeyi
incelendiginde diger calismalardan farkli olarak flor uygulanan grupta TAK degerleri
degismezken kuersetin uygulanan gruplarda azalma oldugu tespit edildi. Bu azalmanin
kuersetin kaynakli olabilecegi disiiniildil.

Flor solunum patlamasina neden olarak ortamda H,O, in birikimine, dolayis1
ile de DNA hasarina sebep oldugu daha onceki ¢aligmalarda bildirilmistir (Rzeuski ve

Lunac, 1990). Yeni dogmus farelerde kronik flor zehirlenmesinin fare beyninde anlaml

33



norodejeneratif degisikliklere yol acarak Ogrenmeyi ve bellegi zayiflattigi, anormal
davranig bicimlerine neden oldugu, tim viicut fizyolojisini bozdugu diistiniilmiistiir
(Shivarajashankara ve ark., 2002). Oksidatif stresin DNA hasarina yol a¢tig1 gostereren
baska calismalarda mevcuttur. Ornegin seker hastalarinda, oksidatif kaynakli DNA
hasarmin gostergesi olan 8-OHAG diizeyinin dokularda ve viicut sivilarinda arttig
bildirilmistir (Park ve ark., 2001; Andican ve Burgak, 2005). 8-OHdG, reaktif oksijen
ve hidrojen tiirleri aracilig1 ile olusan bir DNA hasar triiniidiir ve oksidatif stresin sabit
bir gostergesidir. 8-OHdG’in doku, serum, idrar ve diger biyolojik materyalde
bulunabildigi bildirilmistir (Kasai ve ark., 1986; Schneider ve ark., 1990) 8-OHdG
miktarindaki artis, tahminen niikleer ve mitokondrial DNA’nin serbest radikaller
tarafindan olusturulan oksidatif ataklarin neticesi olarak hasarli hale gelmesine baglidir
(Kasai 1997; Cooke, 2000). Deneysel olarak florozis sekillendirmek icin florid
verilmesi sonrasinda, 8-OHdG diizeyinin ylikseldigi ve oksidatif hasarin sekillendigi
tespit edilmistir (Loft ve Poulsen, 1996; Manivannan ve ark., 2012; Atmaca ve ark.,
2014).

Hong ve ark. (2011) yaptig: bir ¢alismada, (0,25 — 4.00 mmol/L) doz araliginda,
bes farkli dozda flor verilen ratlarda antioksidan enzim sistemi aktivitesinde azalma ve
8-OHdG seviyesinde artis tespit edildigini bildirmistir. Feng ve ark. (2015) farelerle
yaptig1 bir calismada da, florun serum ve testis dokusunda oksidatif stres diizeyi
belirteci olan 8-OHdG seviyelerini belirgin sekilde yiikselttigi bildirilmistir. Yapilan
baska bir ¢aligmada yiiksek florid verilmesi sonrasinda ratlarda beyin ve DNA hasar1
incelenmis, floridin beyin bariyerine girmesinin yaninda, DNA hasarimni da indiikledigi
tespit edilmistir (Ge ve ark., 2005). Ayrica Zhao ve ark. (2014) yaptig1 bir ¢alismada
florozisin, farelerin genel yasamini ve biiylimesini, ayrica timusta bazi hiicreleri yok
ederek immun fonksiyonlar1 etkiledigi; timusta, kemik iliginde, kan lenfositlerinde
DNA hasar1 meydana getirdigi ve serum 8-OHdG diizeyini artirdigi bildirilmistir.
Yapilan bu ¢alismada da 8-OHdG degerlerinde sadece beyin flor grubunda istatistiki
anlamda artis tespit edildi. Bu da beyin dokusunda flordan kaynakli bir oksidasyonun
gerceklestigini, 8-OHAG degerinin de buna baglh olarak artmis olabilecegi diisiiniildi,
zaten serum ve beyin dokuya ait TOK ve OSI degerlerinin de flor gruplarinda artmis

olmasi ile bulgular birbirleri ile paralellik gosterdi.
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Calismamizdaki serum TAK degerleri 2. ve 4. grupta azalmistir. Bu degerler
her iki grupta da flor bulunmasindan kaynakli olarak antioksidan kapasiteyi florun
baskiladigim diisiindiirdii. Serum OSI degerleri incelendiginde ise oksidatif stresin
sadece 2. grupta artip 4. grupta artmamis olmasinin, bu grupta flora ilaveten eklenen
kuersetinin koruyucu etkisinden kaynaklandigi sonucuna varildi. Ayrica ¢alismamizda
flor verilen grubun beyinlerinde kontrole gore anlamli bir 8-OHAG artis1 olmasi
neticesinde florun beyinde DNA hasarini arttirdig1 kanaatini dogurdu. Bu sonuglar ile,
yapilan c¢aligmanin siiresine, verilen doza bagimli olarak serum 8-OHdG degerlerinde de
benzer sonuglar alinabilir ve bundan sonra yapilacak calismalarda bu faktorler goz
ontinde bulundurulabilir.

Zararsiz yapida amiloid B icerigine sahip gevsek plaklarin, B kivrimli zararh
yapida yogun plaklara doniismesini agiklamaya calisan bir¢ok teori vardir. Gevsek
yapidaki plaklarda amiloid B birikimi, oksidatif gerilim ve serbest radikallerin
olusumuna ve bu faktorler de mevcut plaklarin fiziksel olarak degisimine yol agabilir.
Amiloid B toksisitesinde korunmada denenen bazi bitkisel ekstreler ve saf maddelerin
hiicreler tizerinde koruyucu etkiye sahip olduklar1 gosterilmistir (Zhou ve ark., 2011).
Yine baska bir c¢alismada bazi dogal {irlinlerin in vitro kosullarda amiloid [
fibrilizasyonu ve agregatlagsmasini engelleyerek koruyucu etkiye sahip olabilecegi ileri
siriilmektedir (Durairajan ve ark., 2008). Farkli bir ¢alismada ise Ap-42
enjeksiyonunun; norofibriler plak olusumuna ve oksidatif stres gelisimine neden
oldugunu rapor edilmistir (Butterfield ve ark., 2001; Clarke ve ark., 2007). Beyinde
amiloid B'nin peptid ¢Oziiniir, ¢oziinmez formlarda, monomerden yiiksek molekiil
agirlikli oligomerlere kadar degisen farkli sekillerde, hiicre iginde veya hiicre disinda
bulunabilecegi bildirilmistir (Finder ve ark., 2007). Vieira ve ark. (2003)’nin
tavsanlarda florlanmis alkol kullanarak yaptigi farkli bir ¢alismada ise florlanmis
alkoller, amiloid B konformasyonunu yeniden katlandirabilecek giiglii solventler olarak
tarif edilmis olup, florlanmis alkollerin fibriller toplanmis amiloid [ peptidlerinin
amiloid a ‘ya doniisimii iizerindeki etkinligini gostermektedir. Yapilan bu ¢alismada ise
beyin ve serum amiloid B-40 degerleri ile beyin amiloid B-42 degerlerinde istatistiksel
anlamda degisiklik gozlenmezken, serum amiloid B-42 ile serum ve beyin TOK
degerlerinde tiim gruplarda kontrol grubuna gore anlamli bir artig goriilmiis olmasi,

amiloid B-42 proteinindeki artigin bize oksidasyondan kaynaklandigini diistindiirdii.
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Degisik doz ve/veya daha uzun siirelerde ¢alisildiginda beyin amiloid f-42 degerlerinde
de anlamli degisiklikler goriilebilecegi kanaatindeyiz. Bu kriterler gbéz oniinde
bulundurularak yapilacak daha uzun siireli ¢alismalarda amiloid B plak birikiminin daha
fazla ortaya cikabilecegini diistindiik.

Laboratuvar hayvanlariyla yapmis oldugumuz bu kontrollii ¢alismayla, flor
toksikasyonunda beyinde ve serumda oksidatif stres hasarinin meydana geldigi tespit
edildi. Olusan bu stres bitkisel bir antioksidan olan kuersetin ile ortamdaki serbest
radikallerin temizlenerek DNA hasar1 minimuma indirmeye ¢alisildi. Boylece bolgesel
olarak flor toksikasyonuna maruz kalinan bolgelerde koruyucu tedbirler alinabilecegi
diistintildii. Flor tarafindan uyarilan oksidatif stresin, florozisin patogenezisinde dnemli
rol oynadig1, yapilmasi planlanan benzer ¢alismalarda dikkate alinmalidir. Sonug olarak
yapilan calisma ile TAK, TOK, amiloid B-42, 8-OHdG ve OSI degerlerindeki
degisimler, degisik doz ve/veya daha uzun siirelerde yapilacak benzer ¢aligmalarda da

anlamli sonuglar alinabilecegi diigiiniildii.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak bir aylik deneme siirecimizde, flor toksikasyonunun beyin
dokularinda 8-OHdG, TOK ve OSI degerlerinde istatistiki olarak anlamli artislar
meydana getirdigi goriildii. Bu da beyin dokusunda flordan kaynakli bir oksidasyonun
gerceklestigini ve bu nedenle 8-OHAG degerinin de buna bagli olarak artmis olabilecegini
diisiindiirdii. Serum &rneklerinde ise TOK, amiloid B-42 ve OSI degerlerinde anlamli
artiglara sebep olurken, TAK degerlerinde istatistiki olarak anlamli bir diisiise sebep
oldugu goriildi. Bu sonuglar amiloid B-42 proteinindeki artisin bize oksidasyondan
kaynaklandigini diisiindiirdii. Flor verilen gruplarda OSI degerleri yiiksek ¢ikarken, flora
ilave olarak kuersetin verilen gruplarda OSI degerlerinin yiikselmemesi ve TAK
degerlerinin  diisiis gostermesi bizi, kuersetinin antioksidatif etkisiyle beyinde
oksidasyonu onlemede etkili oldugunu kanaatine ulastirdi. Tiim bu sonuglardaki anlamli
degisimlere bagl olarak, oksidan ve antioksidan kapasitenin uyarildig1 sonucuna vardik.
Yapmis oldugumuz bu calismanin bundan sonra yapilacak olan ¢alismalara ornek

olusturacagini diisiinmekteyiz.
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