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ONSOZ
Bu calisma Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim dalinda
yiiksek lisans tezi olarak hazirlanmistir.

Calismada florun fare iiremesi ve gelisimi {izerine etkileri ele alinip vitamin
c’nin antioksidan etkisinin histopatolojik ve eletroforetik yontemleri arastirilmistir.
Tezde morfolojik parametreler incelendigi i¢in daha Once yapilan caligmalardan
farklidir. Parametreler belirlenirken agirlik, kuyruk uzunlugu, kafa capi1 ve femur
uzunlugu gibi fare gelisimini yansitici unsurlar olmasina 6nem verilmistir.

Tez ¢alismamda her tiirlii yardim ve desteklerini gordiigiim danisman hocam
sayin Yusuf ERSAN’a ve calismalarimin gerceklestirilmesi i¢in gerekli malzemelerin
temin edilmesinde, literatiirlerin arastirilmasinda ve degerlendirme asamasinda
yardimlarini esirgemeyen Yrd. Dog. Dr. Evren KOC ve Yrd. Dog. Dr. Hamit USLU’ ya
ayrica bana her tiirlii destegi veren esim Derya TIRASOGLU’ na tesekkiir ederim.
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OZET

Flor toksikasyonu ile ilgili yapilan histopatolojik ¢alismalarda florun 6zellikle karaciger
dokusu tizerine toksik etkileri oldugu bildirilmektedir. Vitamin C’de 6zellikle
antioksidan etkileri bir¢ok arastirici tarafindan agikca ortaya konmus bir maddedir. Bu
calismayla kronik flor toksikasyonuna kars1 vitamin C’nin tedavi edici bir etkiye sahip
olup olmadig: histopatolojik ve elektroforetik yontemlerle belirlenmeye ¢alisildi. Her
grupta 10’ar tane hayvan bulunan bir kontrol ve ii¢ deney grubu olusturuldu. I. grup
kontrol grubu, Il. grup vitamin C grubu, I11. grup flor ve 1V. grup da flor + vitamin C
grubu grubu olarak belirlendi. 6 ay siire ile 1. ve II. gruptaki farelere normal ¢esme suyu
(0.3 ppm F), Il. ve IV. gruptaki farelere ise 30 ppm F’ igeren su igirildi. 6 aylik siire
sonunda IlI. ve 1V. gruptaki hayvanlara 15 giin siireyle 100 mg/kg dozunda C vitamini
(Askorbik asit seklinde) enjekte edildi. Calisma bitiminde analizler i¢in kan ve karaciger
doku ornekleri alindi. Doku 6rneklerinden rutin histolojik metotlarla parafin bloklar
hazirlandi ve hematoksilen eozin boyama metoduyla boyanarak isik mikroskobunda
incelendi. Kan numunelerinden ise serum elde edilerek Sodyum Dodesil Siilfat
Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)’nde yiiriitiildii. Isik mikroskobik inceleme
sonucunda kontrol grubu hayvanlarin karaciger dokusunun normal goriiniimde oldugu,
ancak vitamin C uygulanan, florozisli ve florozisle birlikte vitamin C uygulanan
gruplarda vakuolar ve hidropik dejenerasyonlarla birlikte nekroz olusumu gibi ¢esitli
dejenerasyonlar saptandi. Elektroforetik inceleme neticesinde ise, florozis olusturulan
ve vitamin C uygulanan gruplardaki hayvanlarin 124 kilodalton (kD), 46 kD, 39 kD ve
34 kD’luk protein ekspresyonlarinda kontrol grubun gore artis, 29 kD’luk protein
ekspresyonunda ise azalma meydana geldigi saptandi. Ayrica, florozis ile birlikte
vitamin C uygulanan gruplarda ise 46 kD, 39 kD, 34 kD ve 29 kD’luk protein
bantlarinda incelmeler meydana geldigi tespit edildi. Histopatolojik ve elektroforetik
bulgulara gore, kronik flor toksikasyonunun karaciger dokusunda dejenerasyonlara
sebep oldugu ve serum protein ekspresyonlarinda artis ve azalmalara sebep oldugu,
vitamin C uygulamasinin bu dejenerasyonlari iyilestirici bir etki gostermedigi sonucuna
varildi. Ayrica sadece vitamin C uygulamasinin da karaciger dokusunda dejeneratif etki
gosterdigi, serum protein ekspresyonlarinda da florozisle birlikte benzer etki gosterdigi

tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Fare, florozis, vitamin C, SDS-PAGE, karaciger dejenerasyonu.



ABSTRACT

Histopathological studies on toxicity of fluorine is reported to be toxic effects on the
liver tissue. Especially the antioxidant effects of vitamin C, a substance set out clearly
by many researchers. by this study chronic toxicity of fluorine’s therapeutic effect
against vitamin C histopathological and electrophoretic methods were examined to
determine whether it has. There are 10 animals in each group and in control group
consisted of three experiments. I. the control group, Il. vitamin C group, IlI. fluorine
group and IV group. fluorine group plus vitamin C group, respectively I. and Il. mice
groups have starved with ,normal tap water (0.3 ppm F-), I11. and IV. grops have starved
with water that containing 30 ppm F-group for 6 months. At the end of the 6 month
period Il. and V. Groups was injected , 100 mg / kg dose of vitamin C (ascorbic acid
form) for 15 days. at the end of the work blood and liver tissue samples were taken for
analysis. Methods in routine histological tissue samples in paraffin blocks were
prepared and stained with hematoxylin and eosin and examined by light microscopy
staining method. Blood samples were obtained from the serum was run at sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). At Light microscopic
examination of liver tissue in the control group was observed normal, but vitamin C
group, fluorosis and fluorosis plus vitamin C group, formation of necrosis with
vacuolar and hydropic deterioration was detected. As a result of the electrophoretic
analysis, fluorosis group vitamin C grups, 124 kilodaltons (kD), 46 kD, 39 kD and 34
kD protein expressions increased compared with the control group, found that there was
a decrease in the expression of 29 kD protein. In addition, the groups treated with
vitamin C, along with fluorosis and 46 kD, 39 kD, 34 kD and 29 kD protein bands were
detected thinning occurred. According to the findings with histopathological and
electrophoretic chronic fluoride intoxication caused by degeneration of the liver tissue
and serum protein expressions and reductions caused by increased vitamin C was
concluded that the application of this degeneration show a therapeutic effect. Also only
the application of vitamin C in the liver tissue showed degenerative effect of serum

protein expressions were detected in the same effect with fluorosis.

Keywords: Mouse, fluorosis, vitamin C, SDS-PAGE, liver degeneration.
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1. GIRIS

Hayvansal organizmalarin canliliklarini siirdiirebilmeleri i¢in organik ve inorganik bazi
maddelere ihtiyag duyarlar. Bu maddelerin  ¢ogu organizma tarafindan
sentezlenememekte ve bu nedenle belirli miktarlarda disaridan alinmasi gerekmektedir.
Eksikliginde oldugu kadar fazlaliginda da organizma iizerinde bir takim olumsuz etkiler
yapabilmektedirler. Kemik yapisinda oldugu kadar dis yapisinda da 6nemli etkileri
bulunan flor da disaridan alinmas1 gereken 6nemli inorganik elementlerden birisidir [1].
Fakat florun fazla miktarlarda alinmasina bagl olarak Akut ve Kronik olmak {izere iki
tip flor zehirlenmesi goriilmektedir [2]. Akut flor zehirlenmesi nadir goriilmekle birlikte
asir1 miktarlarda flora maruz kalinmasi sonucu meydana gelmektedir [1,2]. Akut
florozis’te ender de olsa mide agrisi, hipersalivasyon, hipokalsemi, pupiller dilatasyon
ve kas spazmlar1 gibi gesitli klinik durumlar olusabilmektedir [3]. Canlinin tolare
edebileceginden fazla miktarda flora uzun siire maruz kalmasi durumunda kronik flor
zehirlenmeleri  sekillenmektedir. Kronik flor zehirlenmeleri “Florozis” olarak

adlandirilmaktadir [1].

Dogadaki flor organizmaya sindirim ve solunum sistemi ile alinmaktadir. Besinler
yoluyla alinarak asidik ortamda iyonik hale doniistiiriilerek hem mide hem de bagirsak
mukozasindan emilmektedir. Florun emilimi asidik ortamda artarken, alkali ortamda
azalmaktadir [4]. Flor bilesikleri, canlilarda gastrointestinal sistemden hizli ve etkili bir
sekilde emildikten sonra, kan yoluyla proteinlere baglanmadan viicuda dagilmaktadir.
Flor, viicutta biiyiik oranda kalsifiye dokularda birikmekte olup, oral yolla alinan florun

asil atilim yeri bobreklerdir. Ayrica idrar, disk: ve ter ile de viicuttan atilabilmektedir [5]

Bu ¢aligmada, kronik flor toksikasyonu olusturulan farelerde C vitamini uygulamasinin

tyilestirici etkileri histopatolojik ve elektroforetik yontemlerle belirlenmeye ¢aligildi.



2. GENEL BILGILER
2. 1. Florun Ozellikleri

Atom numarast 9 olan flor, atom agirhigi 18.998 g/mol, erime sicakligi -219.6 °C,
kaynama sicakligi -188.14 °C, ozonu andiran kokuya sahip, yesilimsi acik sar1 renkli ve
periyodik sistemde halojenler grubunda yer alan bir elementtir. Yer kabugunda % 0.03
oraninda bulunan flor, yiiksek elektronegatif 6zelliginden dolayr diger elementlerle
birleserek tuz halinde bulunmaktadir. Flor elementinin baska bir element ile yaptig1 tuz,

“florid” olarak adlandirilmaktadir [5,6]

Flor elektronegatifligi yiiksek ve kimyasal agidan ¢ok etkin bir element oldugundan
canlt dokularda mutlaka floriirler seklinde bulunur. Kimyasal etkinligi ¢ok yiiksek,
dolayisiyla verdigi bilesikler kararli oldugu icin floru bilesiklerinden ayirarak element
halinde elde etmek c¢ok giictiir. Ancak elektroliz yoluyla bu islem gergeklestirilir.
Organik flor bilesiklerinin gitgide daha fazla kullanilmasiyla son zamanlarda flor
sanayide onem kazanmaya baslamistir. Fizyolojik islemlerde gerekli olan bu madde
viicutta en fazla kemik ve dislerde yer almaktadir [7]. Gidalar ile alinan flor’un viicutta

dagilim1 Sekil 2.1°de goriilmektedir.
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Sekil 2.1. Besinler ile alinan flor’un viicutta dagilimi [4].
2. 2 Flor Kaynaklari ve Kullamim Alanlar:

Yer kabugunun olusmasinda flor elementi ¢ok ©nem bir yere sahiptir. Volkanik
faaliyetler sebebinden dolayir ortamda bulunan flor orani fazlalik gostermektedir. Bu
sebepten bu bolgelerde bulunan su kaynaklarinda yiiksek oranda flor bulunmaktadir.
Komiir ocaklarinda, sanayi bolgelerinin ¢evresinin genis boliimlerinde floroid
gozlenmektedir. Floroid dogada serbest halde bulunamaz. Petrol iiriinleri, termik
santralleri, uranyum zenginlestirici tesisler, boya sanayi, teflon yapimi gibi endiistriyel
alanlarda flor kaynaklari 6nemli bir yer tutarlar. Baca gazlari, toz ve duman meydana
getiren enddistriyel sanayi kuruluslarinin gevrelerinde bulunan bitki Ortiilerinin yok
olmasi, igme suyu kaynaklarinin kirlenmesine de flor yol a¢gmaktadir. Flor canl
viicuduna igme suyu, ilaglar ve yiyecek maddeleri ile alinmaktadir. Flor atmosferde
hidrojen floriir olarak bulunur. Hidrojen floriirde akcigerlerden ¢ok hizli emilime ugrar.
Deniz sularindan elde edilen iriinlerden en fazla flor alinimi saglanir [8]. Volkanik
kayaclar florun dogadaki temel kaynagini olustururlar. Bunun sebebi bu bolgelerde
bulunan sularin igerisinde flor ve sodyum bikarbonat kayaclardan florun daha kolay
ayrilmasina sebep oldugu icin bu bolgelerdeki igme sularmin flor miktar yiiksek olarak
bulunabilir [9]. Oral yol ile alinan florun yaklasik %901 mide tarafindan emilir.

Sindirim sisteminde bulunan florun emilimini alinan yiyeceklerdeki bazi iyonlar (Ca*?,



Mg*2, Fe™ AI") etkilemektedir. Bu iyonlar flor ile kompleks olusturarak emilimini

geciktirirler [10].Flor elementinin dogadaki dongiisii sekil 2’°de goriillmektedir.

s |
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yeralti sular

I j

Olq, anuslar _|

t ik Olii organik
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| Anakayalar ;

Antropojenik
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Sekil 2.2. Florun dogadaki dongiisii [11].
2. 3. Akut Flor Toksikasyonu

Herhangi bir nedenle yiiksek dozda sodyum floroasetat gibi rodentisid zehirlerin,
sodyum florosilikat, sodyum floriir ve asir1 derecede flor bulasmis su, bitki ve yemlerin
alinmas1 sonucu meydana gelmekle birlikte akut flor zehirlenmeleri ender olarak
goriilmektedir. Bu tiirden zehirlenmelere en fazla domuzlarda rastlanmistir [12]. 5 g
diizeyindeki sodyum floriir insanlar igin toksik dozdur. Agizdan alinan florun yakici ve
irkiltici etkisine, mide sivilarindaki HCI ile reaksiyona girerek olusturdugu hidrojen
florlirin irritan etkisine bagli olarak kusma karin agrisi, diare, gastroenterit, kas

zayifligi, kaslarda titreme ve halsizlik gibi semptomlar goriilmektedir [8].



2. 4. Kronik Flor Toksikasyonu

Flor ve bilesiklerinin yiiksek dozda ve uzun siire icme sulart veya gidalar ile alinmasi
sonucu olusan flor zehirlenmesi kronik florozis olarak adlandirilir [13,14]. Etkilerini
Ozellikle dis ve kemiklerde gosteren bir zehirlenme seklidir [15].Demir-gelik,
aliminyum, cam, seramik, tugla-Kiremit, petro-kimya sanayisinde islev gosteren
fabrikalar, petrol rafinerileri, sliperfosfat fabrikalar1 ve termik santraller endiistriyel

florozis olgularinda 6nemli rol oynamaktadirlar [16].

Kronik florozise duyarli hayvanlar sirasiyla sigir, koyun, domuz, at, hindi ve diger
kanatlilardir. Endiistriyel flor atiklar1 bulasmis cayirlarda bahar ve yaz donemlerinde
otlatilan gevis getirenlerde hastaligin klinik belirtileri ki aylarinda dahi ortaya
cikabilmektedir [18].

2. 5. Florun Karaciger Uzerine Etkileri

Karaciger, canli metabolizmasinin kontrol merkezidir. Yiiksek doz ve uzun siireli flor
tedavisi sonrasi, tavsan karaciger hiicrelerinde ince yap1 diizeyinde mitokondriyal sisme,
endoplazmik retikulum sisternalarinda dilatasyon ile RNA graniillerinde azalmalar

oldugu saptanmistir [19].
2. 6. C Vitamini (Askorbik Asit)

Askorbik asit adiyla da anilan C vitamini 1920 yilinda kesfedilmistir [20]. Insanlarda
sentezlenemeyen bu nedenle besinlerle disaridan alinmasi gereken gok fonksiyonlu bir
antioksidan vitamindir [20]. Gidalar ile alinmasi zorunlu olan C vitamininin yeterli
oranda alinamamasi sonucu dis eti ¢cekilmesi diye de adlandirilan ve tedavi edilmedigi

durumda Gliimciil olabilen iskorbiit hastaligi meydana gelir [23].

C vitamininin en 6nemli kaynagi turunggiller, kusburnu, domates, yesilbiber, patates,
lifli sebzeler ve kuslizimii gibi taze meyve ve sebzelerdir. Kusburnu bilinenin aksine

portakal ve limondan 20 kat daha fazla C vitamini igermektedir [20].

Dokudan dokuya farklilik gosteren C vitamini diizeyleri saglikli insanlarda plazmada
50-200 umol/L diizeylerindeyken, lens, beyin, akciger ve adrenal bezde ise daha yiiksek

seviyelerde bulunur [21].



Bitkiler ve birgok hayvan glukozdan askorbik asit sentezleyebilirler (Sekil 2.3). Fakat,
insanlar ve primatlar L-gulonolakton oksidaz enzimine sahip olmadiklarindan askorbik

asit sentezleyemezler [27].

CH,OH CH,OH
HCcoH O H HCOH ,©
—_—— > =0
H OH H
H OH OH OH
D-Glukoz L-Askorbik Asit

Sekil 2.3. D-Glukoz ve L-Askorbik Asitin Molekiiler Yapilar1 [28].

Bitkiler askorbik asiti glukozdan GDP-D-mannoz, GDP-L-galaktoz, L-galaktoz ve L-
galaktone-1,4-lakton (GalL) seklinde dort adimlik bir yolla sentezlemektedirler
(Sekil2.4) [29]. Insanlar hari¢ diger primatlar, kobaylar, baz1 kuslar ve teleost baliklar
ise askorbik asiti UDP-D-glukronik asit, Glukronik asit/Glukronolakton ve L-glukronik

asit/L-glono-1,4-lakton yolu ile sentezlemektedirler [30].
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Sekil 2.4. Bitkilerde Askorbik Asitin Biyosentez ve Oksidasyonu [31].
2. 7. C Vitamininin Antioksidan Ozellikleri

Askorbik asit, giicli indirgeyici 6zelliginden dolay1 kuvvetli bir antioksidandir. Suda
¢ozliniir. Lipit peroksidasyonunu baslatan radikallerin etkilerini yok etmek suretiyle,
lipitleri oksidasyona karsi korur. Askorbik asit antioksidan etkisinin yaninda oksidan
etki de gosterir. Antioksidan etkileri yaninda organizmada fenton reaksiyonunda ferri
demiri ferro demire indirgeyerek hidrojen peroksitle etkilesmeye uygun olan stiperoksit
radikalinin tiretimine neden olur. Bundan dolay1 serbest radikal reaksiyonlarinin 6nemli
bir katalisti veya bir prooksidan olarak degerlendirilir. Ancak bu tip etkisinin sadece
diisiik konsantrasyonlarda goriildiigii, yiiksek konsantrasyonlarda giiclii bir antioksidan

olarak etki ettigi kaydedilmistir [32].



C vitamini; serbest radikallerin neden oldugu kanser, ateroskleroz, kalp krizleri, inme,
arthritis, katarakt ve yaslanma gibi birgok oksidatif hasar kaynakli hastaliklarin

onlenmesinde fizyolojik bir antioksidan olarak 6nemli gorevleri bulunmaktadir [33].



3. MATERYAL VE METOT
3.1. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Bu arastirma Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun (2010-37)
onay1 ile yapildi. Arastirmada 30-35 gr agirliginda ve 55-60 giinliik yaslarda Mus
musculus cinsi fareler kullanildi. Fareler her grupta 10’ar tane hayvan olacak sekilde 4
gruba ayrildi ve 1. gruptaki fareler normal ¢esme suyu (0.3 ppm F), Il. ve Ill. gruptaki
farelere 6 ay siire ile 30 ppm F igeren su igirildi, IV. gruptaki farelere de deney
siiresince normal ¢esme suyu igirildi. 6 aylik siire sonunda III. ve IV. gruptaki
hayvanlara 15 giin siireyle 100 mg/kg dozunda C vitamini (Askorbik asit seklinde)
enjekte edildi. Deney sliresi sonunda hayvanlardan eter anestezisi altinda kan ve

karaciger doku o6rnekleri alindi.
3.2. Florozisin Olusturulmasi

Flor toksikasyonu olusturabilmek i¢in sodyum floriir (Merck 106449) kullanildi. 1 1t
suya 4,44 g NaF (2 gr Ff) ¢oziindiiriilerek 2000 ppm F iciren stok sollisyonu hazirlandi
ve calismada kullanilan 30 ppm’lik  florlu igme sular1 bu stok soliisyonlarin
seyreltilmeleri ile hazirlandi. Stok soliisyon haftada bir yenilendi. Kontrol grubunun
icme suyu ise igeriginde 0.3 ppm F bulunan gesme suyu kullanildi. Cesme ve
hazirlanan florlu igme sularindaki F konsantrasyonu Thermo Elemental — Orion Marka

Flormetre ile dogrulandi.
3.3. Histopatoloji

Calisma siiresi sonunda hayvanlardan alinan doku ornekleri % 10’luk formaldehit
soliisyonunda tespit edildi. Rutin histolojik metotlarla preparatlar hazirlanarak
hematoksilen-eozin boyama metoduyla boyanip 1sik mikroskobunda degerlendirildi
(Olympus BX51, JAPAN).

3.4. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Calisma siiresi sonunda farelerden alinan kan numuneleri, +4°C ve 3000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilerek serumlar1 ¢ikarilip ve calisma siiresine kadar —20°C'de
bekletildi. Numunelerin protein konsantrasyonlar biiiret yontemi ile 6lgiildii [34]. SDS-
PAGE islemi Laemmli (1970) ve O’Farrell (1975) metotlarina gore yapildi [35].



Proteinler, 16x10 cm boyutlarinda ve 1 mm kalinliginda slab jelde sepera edildi. Slab
jel, proteinlerin stoklandig1 yogunlastirict ve daha sonra da proteinlerin sepera edildigi
ayirict jel kisimlarindan meydana gelmektedir. % 10 akrilamid igeren ayirici jel
elektroforez isleminden 12 saat Once hazirlanarak polimerize edilip ve bir gece
buzdolabinda saklandi. % 4 akrilamid igeren yogunlastirict jel ise elektroforez
isleminden 2 saat dnce hazirlanarak polimerize edildi. Her numune ve standart % 10
gliserol, % 2 merkaptoetanol (2-ME), % 2 sodyum dodesil siilfat (SDS), % 0.01 brom
fenol blue (BFB) igeren numune tamponu ile karistirilarak protein konsantrasyonlari
sirast ile 2 pg/pl ve 0,2 pg/ul’e ayarlandi ve daha sonra numuneler ve standart

proteinler kaynar suda 3 dk bekletilerek proteinlerin denatiirasyonu saglandi.

Yogunlastirici jelde her jel ¢ukuruna 20’ser mikrolitre serum numunesi, siipernatant ve
standart protein uygulanarak Brom fenol blue jelin en alt kismina gelinceye kadar jele
200 voltluk gerilim verildi. Elektroforez islemi sonrasi jeller, % 0.125 commassie blue
R-250, % 40 metanol ve % 7 asetik asit bulunan boya ¢ozeltisi igerisinde su banyosunda
56 °C’de 20-30 dakikada boyandi. Jeldeki fazla boya % 5 metanol ve % 7.5 asetik asit
iceren ¢ozelti ile su banyosunda 56 °C’de her 20 dakikada bir ¢ozelti degistirilmek
suretiyle 1 saatte dekolore edildi. Elektroforez uygulamasinda protein standardi olarak,
sigir albumini (66 kD), yumurta albumini (45 kD), karbonik anhidraz (29 kD) ve
tripsinojen (18 kD) kullanildu.
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4. BULGULAR
4.1. Histopatolojik Bulgular

Mikroskobik inceleme sonucunda kontrol grubu hayvanlarin karaciger dokusunun
normal goriiniimde oldugu, ancak vitamin C uygulanan, florozisli ve florozisle birlikte

vitamin C uygulanan gruplarda vakuolar ve hidropik dejenerasyonlarla birlikte nekroz

olusumu gibi ¢esitli dejenerasyonlar tespit edildi (Sekil 4A, B, C, D).

Sekil 4B: Vitamin C uygulanan gruptaki hayvanlara ait karaciger dokusu. Fokal nekroz
alanlar1 (N), hidropik dejenerasyon (oklar), vakuolar dejenerasyon (ok baslar1) ve Vena
centralis (Vc). H-E, bar = 20 um.

11



Sekil 4C: Kronik flor toksikasyonu olusturulan gruptaki hayvanlara ait karaciger
dokusu. Fokal nekroz alanlar1 (N), hidropik dejenerasyon (oklar), vakuolar dejenerasyon

(ok baslar1), hiperemi (y1ldiz) ve Vena centralis (Vc). H-E, bar =20 pm.

Sekil 4D: Kronik flor toksikasyonu olusturulan ve vitamin C uygulanan gruptaki
hayvanlara ait karaciger dokusu. Fokal nekroz alanlari (N), hidropik dejenerasyon
(oklar), vakuolar dejenerasyon (ok baslari), hiperemi (yildiz) ve Vena centralis (\V¢). H-

E, bar =20 pm.
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4.2. Elektroforetik Bulgular

SDS-PAGE’den elde edilen elektroferograma gore, florozis olusturulan ve vitamin C
uygulanan gruplardaki hayvanlarin 124 kilodalton (kD), 46 kD, 39 kD ve 34 kD’luk
protein ekspresyonlarinda kontrol grubun gore artis, 29 kD’luk protein ekspresyonunda
ise azalma meydana geldigi saptandi. Ayrica, florozis ile birlikte vitamin C uygulanan
gruplarda ise 46 kD, 39 kD, 34 kD ve 29 kD’luk protein bantlarinda incelmeler
meydana geldigi tespit edildi (Sekil 4E ).

a b C d e f
124 kD
66 kD
46 kD <«—— 45kD
39 kD
34 kD
29 kD
29 kD
18 kD

Sekil 4E: Kronik flor toksikasyonu olusturulan farelerin SDS-PAGE yontemiyle elde
edilen serum proteinlerinin elektroforegrami. a-f: standart proteinler, b: kontrol grubu,
c: vitamin C grubu, d: florozis grubu, e: florozis + vitamin C grubu.
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5. TARTISMA ve SONUC

Florozis’li canlilarin gevsek dokularinda flor’un tahris edici, Ca*u baglayici, birgok
enzim sistemlerini engelleyici etkilerine bagli olarak sekillenen Ca* diizeylerindeki
azalmalar, hiicrelerdeki oksijen kullanimini1 azaltmakta ve bunun sonucunda g¢esitli
bozulmalar olusabilmektedir [37]. Kronik florozis’te, gevsek dokularda ortaya ¢ikan
bozukluklarla (akut florozis) beraber kemik, bobrek, tiroid bezi, hipofiz, hipotalamus,
testis ve dislerde bozukluklar goriilebilmektedir [38]. Dogal olaylar sonucu olarak
sekillenen kronik florozis olgularina diinyada ve Tirkiye’nin bir¢ok bdolgesinde
endemik olarak rastlanmaktadir  [39]. Yurdumuzun natiirel florozis gozlenen
yerlerinden birisi de Van ilimizdir. Volkanik arazi yapisina sahip Muradiye ve Caldiran
yorelerinde insan ve hayvanlarin metabolizmalarinda dogal florozis goriildiigii
bilinmektedir [2,16,42]. Akut florozis tanilarina ¢ok az rastlanirken, kronik florozis bir
saglik sorunu olmasi yaninda hayvansal triinlerde olusturdugu kayiplar sebebiyle de
ekonomik bir sikint1 olugturmaktadir. Kronik floroziste, dis ve kemiklerdeki lezyonlara
bagl olarak yem tiiketimi diigmekte ve bunun sonucunda et, siit ve yapagi veriminde
azalma meydana gelmekte [41,42]. killarda kabariklik ve yapagi kalitesinde diisiis
goriilmektedir [42]. Benzer sekilde Xiong ve ark. (2007) c¢ocuklarda igme suyu ile
alman 2.0 mg/L diizeyinde froridin karaciger ve bobrek dokularinda hasara neden
olabilecegini belirtmislerdir [43]. Erkan ve Fidanci (2011)’da endemik florozis
gozlenen koyunlarda serum lipit profilinin etkilendigi, trigliserit, toplam kolesterol,
VLDL ve LDL kolesterol diizeylerinde artis gozlenirken, HDL kolesterol diizeylerinde
onemli bir degisiklik olmadigini saptamislardir. Kronik florozis olgulart ile kronik
bobrek yetmezligi olgularinda lipit profiline iligkin olarak elde edilen bu sonuglarin
benzerligi, florun lipit metabolizmas:1 {izerindeki etkilerinin bdbrekler {izerindeki
etkilerine bagh olabilecegi diislincesini ortaya koymustur [44]. Florozisli sigirlardan
dogan buzagilarda konjenital florozis goriilmesi [41]. ekonomik kaybin bir baska
boyutunu gostermektedir. Yiiksek dozda kronik flor maruziyeti durumunda
hepatositlerde fokal nekrozlar ve bag dokularda hiperplazi goriilmiistiir [45]. Yiiksek
dozdaki florun canlilardaki hedef organmi karacigerdir. Birgok arastirict tarafindan
yiiksek dozda florun metabolizmada anormallesmelere ve histopatolojik bir takim
degisikliklere neden oldugunu ifade etmislerdir [46,47]. Hayvan deneyleri yiiksek
dozlarda ve uzun siire uygulanan floridin mitokondrilerde sigsmeye, endoplazmik

retikulum sisternalarinda genislemelere ve karacigerde RNA graniillerinde azalmalara
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neden oldugunu gostermektedir [48]. Yine bazi arastiricilar flor toksikasyonunun sadece
karacigerde degil ayn1 zamanda beyin, tiroit, bobrek, kemik, dis ve hatta kan dokuda
dahi metabolik, fonksiyonel ve histopatolojik birtakim bozulmalara neden
olabilmektedir [49,50]. Akdogan ve ark. (2002) Florozis olusturulmus tavsanlarin
bobrek dokusunda yapisal ve biyokimyasal degisiklikleri arastirmis ve igme sularindaki
flor arttik¢a plazma BUN, CRE diizeyi ve y-GT, doku MDA aktivitesinde 6nemli bir
artis oldugunu, bobrek dokusundaki antioksidan enzimlerden SOD, GDH-Px, GSH-Rd,
CAT, G6PD aktivite diizeylerinin doza bagimli olarak degiskenlik gosterdigini ve bu
enzim aktivitelerinde kontrole gore; 10 ppm’lik grupta anlamli bir yiikselme, 40
ppm’lik grupta ise anlamli bir disiis bulundugunu belirtmislerdir [13]. Ersan ve ark.
[51]. 3 ay siireyle farkli dozlarda kronik flor toksikasyonu olusturulan farelerin
karaciger dokularinda, doz artistyla paralellik gosteren derecelerde farkli
dejenerasyonlar meydana geldigini belirtmislerdir. Mevcut ¢alismada da kronik flor
toksikasyonu sonucunda karaciger dokusunda dejenerasyonlar meydana geldigi tespit
edildi. Vitamin C, koyucu 6zellik gostermesinin yaninda peroksidasyon tepkimelerine
karsida diger antioksidanlarin da etkinlik kazanmasini saglamaktadir [52]. Bazi
arastirmacilar deneysel olarak florozis olusturulmus maymunlara C vitamini uygulamasi
sonucu florozisin toksik etkilerinin hafifledigini ifade etmislerdir [53]. Baz1 ¢alismacilar
kronik florozis olusturulmus maymunlarda kapiller endotelde bozulmalara neden
olmakla birlikte kemik zarinin etrafinda birikmeler gosterdigini dile getirmislerdir. C
vitaminin eksikliginde ise bu bulgularin daha kuvvetli oldugunu saptamislardir [54].
Wadhwani (1955) yine maymunlarda yaptigi ¢alismada C vitamini uygulamasinin
kronik florozisi hafiflettigi bunun yaninda C vitamini eksikliginin ise florozisi
agirlastirdigint bildirmistir [55]. Bazi1 aragtirmacilar ise, vitamin C’nin antioksidan
ozelliklerinin yani sira prooksidan 6zellik gosterdigini ve normal fizyolojik kosullarda
bile vitamin C’nin reaktif oksijen tiirlerinin artisina bagli olarak DNA hasarina neden
oldugunu belirtmiglerdir [56,57]. Bu ¢alismada da vitamin C uygulamasmin florozis
sonucu olusan hasara kars1 iyilestirici etki gdstermedigi, yalniz vitamin C uygulanan
grupta da dejenerasyonlar meydana geldigi tespit edildi. Serum protein elektroforezi ile
ilgili arastirmalarda ise deneysel olarak yapilan bir arastirmaya rastlanmadi. Ancak
Altintas ve ark. (2000) yaptiklar1 bir arastirmada, Koyunlarin serum proteinlerini SDS-
PAGE yontemi ile incelenmis ve elde ettikleri protein bandlarini dansitometrede
degerlendirmis ve sonug olarak Eskisehir bolgesindeki florozisli koyunlarda 66 kD ve

55 kD paternlerde artis, 31 kD olanda ise diisiis oldugunu belirtmislerdir. Van
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bolgesindeki florozisli hayvanlarda ise 31 kDa molekiil agirlikli paternin Eskisehir
yoresine oranla yliksek %'ye sahip oldugu belirlemislerdir. Sonug olarak, florozisin
koyunlarda bobrek fonksiyonlarini degisik diizeylerde etkileyebilecegi, idrardaki yiiksek
flor konsantrasyonu nedeniyle bobregin glomerular filtrasyon hizini artirarak buna yanit
verecegi, idrar flor diizeylerine Qore bazi serum protein paternlerinde Onemli
degisiklikler gozlenebilecegi ve hastaligin izlenmesinde ve prognozunda bu
degisikliklerden yararlanilabilecegini ifade etmislerdir [58]. Mevcut c¢alismada da
kronik florozis olusturulan ve vitamin C uygulanan gruplardaki hayvanlarin 124
kilodalton (kD), 46 kD, 39 kD ve 34 kD’luk protein ekspresyonlarinda kontrol grubun
gore artig, 29 kD’luk protein ekspresyonunda ise azalma meydana geldigi saptandi.
Ayrica, florozis ile birlikte vitamin C uygulanan gruplarda ise 46 kD, 39 kD, 34 kD ve
29 kD’luk protein bantlarinda incelmeler meydana geldigi tespit edildi.

Sonug olarak; kronik flor toksikasyonuna karsi vitamin C uygulamasinin iyilestirici bir
etki gostermedigi, aksine uygulanan doz ve siirede vitamin C’nin de toksik etki
gosterebilecegi kanisina varildi. Vitamin C ve florozisle ilgili elde edilen bu verilerin
kesin sebeplerinin belirlenmesi i¢in daha kapsamli g¢aligmalar yapilmasi gerektigi

distiniilmektedir.

16



6. KAYNAKLAR

[1] Oto, G., “Muradiye ve caldiran yoresinden alinan su ve koyunlarin kan
orneklerindeki flor diizeyine mevsimsel degisimlerin etkisi”, Yiiksek Lisans Tezi,

Yiiziincii Y1l Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii., Van, 4-5, 2002.

[2] Sendil, C. ve Baysu, N., “Insan ve hayvanlarda Agr ili Dogubeyazit ilgesi
koylerinde goriilen flor zehirlenmesi ve bunu Van ili Muradiye ilgesi koylerinde de
saptamamizla ilgili ilk teblig”, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi., 4, 474-

489, 1973.

[3] Yimaz, S., “Florozisli koyunlarda nitrik oksit oksidasyon triinleri, katalaz ve
karbonik anhidraz aktivitelerinin arastirilmasi”’, YYU, Saghk Bilimleri Enstitiisii,

Biyokimya Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, 2010.

[4] Cerklewski, F. L., “Fluoride bioavailability-nutritional and clinical aspects”,
Nutrition Resarch., 17(5): 907-929, 1997.

[5] Varol, E. ve Varol, S.”Cevresel bir hastalik olarak florozis ve insan sagligi iizerine

etkisi”, TAF Prevent. Med. Bull., 9(3): 233-238, 2010.

[6] Beyhan, M., “Atik ¢amurlar ve dogal malzemeler ile sulardan floriir iyonu

gideriminin arastirilmas1”, YTU Fen Bilimleri Enstitiisii, Doktora Tezi, istanbul. 2003.

[7] Piskin, 1., “Kobaylarda akut flor zehirlenmesinin elektrokardiyogram iizerine
etkileri”, Doktora Tezi, Ankara Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii, Ankara, 1-2
1994,

[8] Kiiciikirmak, G., “Florun fizyolojik ve toksikolojik karakteristikleri”, Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Halk Sagligi Anabilim Dali, Bitirme Tezi, Izmir 2007.

[9] Araya, O., et al “Bovine fluorosis following volcanic activity in the southern
Andes”. Vet. Rec., 126, 641-642 1990.

[10] Marasl;, N., “Normal ve florozis belirtisi gosteren koyunlarda serum tiroksin ve
triiyodotironin  diizeylerinin arastirilmas1”, Doktora Tezi. A.U. Saglik Bilimleri

Enstitiisii, Ankara 1991.

17



[11] Fejerskov, O. et al “Dose—response and dental fluorosis. In: Fejerskov O, Ekstrand
J, & Burt BA ed. Fluoride in dentistry, 2nd ed”. Copenhagen, Munksgaard, pp 153-166,
1996.

[12] Sanly, Y., “Metaller ve Diger inorganik Maddeler”. 61-128. In: Kaya, S., Veteriner
Klinik Toksikoloji. 2. Baski, Medisan Yay. Ankara 1995.

[13] Akdogan vd. “Flor zehirlenmesi olusturulmus tavsanlarin bobrek dokusunda

yapisal ve biyokimyasal degisiklikler”. Turk. J. Vet. Anim. Sci., 26: 71-77, 2002.

[14] Kaya, S. vd “Veteriner Klinik Toksikoloji”, Medisan Yayinevi Ankara, Bolim 2,
80-85, 1995.

[15] Blod, et al “Veterinary Medicine”. 8th Edition. Balliere, Tindall, Cassel, London.
1990.

[16] Fidanci, U.R. vd “I¢ Anadolu bdlgesinde dogal ve endiistriyel florozis ve bunun
hayvan sagligi lizerine etkileri”, Turk. J. Vet. Anim. Sci., 22, 537-544 1998.

[17] Mezghani, et al “Fluoride accumulation by vegetation in the vicinity of a phosphate
fertilizer plant in Tunisia”, Fluoride., 38, (1): 69-75 2005.

[18] Kegeci, H., “Elaz1g ¢evresindeki koyun ve sigirlarin kan serumu, idrar, kemik ve
dislerindeki flor diizeylerinin arastirilmasi”, Doktora Tezi, Firat Universitesi Saglik

Bilimleri Enstitiisii., Elaz1g, 1-13 2001.

[19] Zhan C, et “Ultrastructural findings in liverkidney, thyroid gland and cardiac

muscle of rabbits following sodium fluoride administration”. Fluoride 21:328) 1998.

[20] Davies, M. B.et al “Vitamin C: Its chemistry and biochemistry. The Royal Society
of Chemistry”. ISBN 0-85 186-333-7, 1991.

[21] Giiltekin, F., “Vitamin C”. SDU Tip Fakiiltesi Dergisi. 6 (4):59-63, 1999.,
[22] Rumsey, C. S., Levine, et al M., “Absorption, transport, and disposition of

ascorbic acid in humans”. Nutritional Biochemistry. 9:116-130, 1998.

18



[23] Irwin, M. et al ““A conspectus of research on vitamin C requirements of man”. J.
Nutr. 106, 821-879, 1976.

[24] Davies, M. et al “Vitamin C Its chemistry and biochemistry”. The Royal Society
of Chemistry. ISBN 0-85 186-333-7, 1991.).

[25] Giiltekin, F. “Vitamin C”. SDU Tip Fakiiltesi Dergisi. 6 (4):59-63, 1999.

[26] Rumsey, C. et al “Absorption, transport, and disposition of ascorbic acid in
humans”. Nutritional Biochemistry. 9:116-130, 1998.

[27] Nishikimi, M. et al “Cloning and chromosomal mapping of the human
nonfunctional gene for L-guluno-gamma-lactone oxidase, the enzyme for L-ascorbic
acid biosynthesis missing in man”. J. Biol. Chem. 269:13685-13688, 1994.

[28] Pecoraro, R. et al “Ascorbic acid metabolism in diabetes mellitus”. Ann. N. Y.
Acad. Sci. 498:248-58, 1987.

[29] Smirnoff, N. et al Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 52:437-467, 2001.

[30] Chatterjee, I. B., “Evolution and the biosynthesis of ascorbic acid”. Science. 182
(4118):1271-1272, 1973.

[31] Barato-Soares, A. et al D., Gomez, M. L. P. A., de Mesquita, C. H., Lajolo, F. M.,
Ascorbic acid biosynthesis: a precursor study on plants, Braz. J. Plant Physiol.
16(3):147-154, 2004.

[32] Uziimliioglu Coskun, M.: “Sizofrenide etyopatogenezinde oksidatif stresin rolii”.
Bakirkoy Prof. Dr. Mazhar Osman Ruh Saghigi ve Sinir Hastaliklar1 Egitim ve

Arastirma Hastanesi, Uzmanlik Tezi, Istanbul, 2008.

[33] Chatterjee, 1. B., “Vitamin C” Biosynthesis, Evolutionary significance and
Biological Function. PINSA. B64, Nos 3&4, pp 213-234, 1998.

19



[34] Weber, K. et al “Measurment of molecular weights by electrophoresis on SDS-
acrylamide gel”. Meth. Enzymol. 26, 3-27 1972,

[35] Laemmli, U.K. “Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4”. Nature 227, 680-685 1970.

[36] O’Farrell, et al “High Resolution Two-Dimensonal Electrophoresis of Biological
Properties and Significance”. Comp. Biochem. Physiol., 88 M, 497-501.) 1975.

[37] Chauhan, S. et al “Modulation of lipid peroxidation and antioxidant defense
systems in rat intestine by subchronic fluoride and ethanol administration”. Alcohol, 45:
663-672, 2011.

[38] Boillat, et al “Radiological criteria of industrial fluorosis”. Skeletal Radiol., 5:
161-165, 1981.

[39] WHO, “Fluorine and fluorides”. Geneva, World Health Organization.
Environmental Health Criteria, 36, 1984.

[40] Fidanci, U.R., Sel, T. “The industrial fluorosis caused by a coal-burning power
station and its effects on sheep”. Turk. J. Vet. Anim. Sci. 25, 735-741, 2001.

[41] Maylin, G.A. et al Fluoride intoxication in dairy calves. Cornell Vet., 77, 84-98
1987.

[42 IMcDowel, L.R. et al . “Minerals for grazing ruminants in tropical regions”. Library

of congress catolog number 84-70238, Gainesvilli 1983.

[43] Xiong, X., et al “Dose—effect relationship between drinking water fluoride levels
and damage to liver and kidney functions in children”, Environmental Research 103
112-116 2007.

[44] Erkan, S. vd “Florozisli koyunlarda serum lipid profili”, Ankara Univ Vet Fak
Derg, 58, 149-153, 2011.

[45] Yanni, Y., “Morhpometric Study on the damaged liver of rats with chronic

fluorosis”, Chinese Journal of Endemiolog, 01- 1990.

20



[46] Kapoor, V. et al “Effect of dietary fluorine on histopathological changes in
calves”. Fluoride 26, 105-110. 1993.

[47] Grucka-Mamczar, E. et “Influence of long term sodium fluoride administration on

selected parameters of rat blood serum and liver function”. Fluoride 30, 157-164, 1997.

[48] Zhan, C et al “Ultrastructural findings in liver, kidney, thyroid gland and cardiac

muscle of rabbits following sodium fluoride administration”. Fluoride 21, 32—38 1988.

[49] Liu, W.X. “Experimental study of behavior and cerebral morphology of rat pups
generated by fluorotic female rat”. Chin. J. Pathol. (Article in Chinese) 18, 290-292,
1989.

[50] Guan, Z.Z. “An experimental study of blood biochemical diagnostic indices for
chronic fluorosis™. Fluoride 22, 112-118 1989.

[51] Ersan, Y. vd “Histopathological Effect of Chronic Fluorosis on the Liver of Mice”
(Swiss albino). Turkish Journal of Medical Sciences, 40(4): 619-622 2010.

[52] Halliwell B, et al “Oxygen free radicals and iron in relation to biology and

medicine: Some problem and concepts”. Arch Biochem Biophys 246: 501-514) 1986.

[53] G.Sriranga Reddy, et al Effect of dietary calcium, “vitamin C and protein in
development of experimental skeletal fluorosis”. 1. Growth, serum chemistry, and
changes in composition, and radiological appearance of bones, Metabolism Volume 20,
Issue 7, Pages 642-649). 1975

[54] Pandit, C. et al “Experimental Production of Chronic Fluorine Intoxication in
Monkeys” (Macaca radiata).ndian Journal of Medical Research Oct Vol. 28 No. 2 pp.
559-74) 1940

[55] Wadhwani TK. “Effect of fluorine on the composition of bones Changes in the
composition of bones of monkeys (Macaca radiata)”. Ind J Med Res 43:321-30.) 1955.

[56] Podmore, 1. D, et al “Vitamin C exhibits pro-oxidant properties” Nature 392, 559,
9 April 1998.

[57] PaoliniM,et al“The nature of prooxidant activity of vitamin C”LifeSci.;64(23):PL
1999.

21



[58] Altntag, A. vd “Dogal ve Endiistriyel Florozisli Koyunlarda Bobrek Fonksiyonu
ve Serum Protein Elektroforez”i, Ankara Univ Vet Fak Derg, 47, 105-114,2000

22



7. OZGECMIS

Ad1 Soyadi: Tahir TIRASOGLU

Dogum Yeri: Saimbeyli / ADANA

Dogum Tarihi: 03.03.1983

Medeni Hali: Evli

Yabanci Dili: Ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Yil)

Lise: Ceyhan Yabanci Dil Agirlikli Lisesi / 2001

Lisans: Biyoloji / Kafkas Universitesi / 2008

Yiiksek Lisans: 2010 -2013

Calistigi Kurum/Kurumlar ve Y1l: Doruk Dershaneleri / 2008

Yayinlart (SCI ve diger) : Orhan Dogan, Yilmaz Cigremis, Mislim Akgoz, Musa
Karaman, Hasan Ozen, Evren Kog, Unal Ciftci, Miige Mavioglu, Tahir Tirasoglu,
Murat Kara, “Sisplatin hepatotoksisitesinin Onlenmesinde cape’nin rolii”, XXXIV.
Ulusal Fizyoloji kongresi, Erzurum Atatiirk Universitesi, 6-10 Ekim 2008, Palan Otel

Erzurum

23



