T.C.
KAFKAS UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

KRONIK FLOROZIiS’LI FARELERDE PLAZMA
PARAOKSONAZ, SIALIK ASIT ve OKSIDATIF STRES
PARAMETRELERI UZERINE ELLAGIK ASITIN ETKISi

Ars. Gor. Inan KAYA
Biyokimya Anabilim Dal

DOKTORA TEZi

Danisman

Do¢. Dr. Mahmut KARAPEHLIVAN

2012-KARS



T.C.
KAFKAS UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

KRONIK FLOROZIiS’LI FARELERDE PLAZMA
PARAOKSONAZ, SIALIK ASIT ve OKSIDATIF STRES
PARAMETRELERI UZERINE ELLAGIK ASITIN ETKIiSI

Ars. Gor. Inan KAYA
Biyokimya Anabilim Dal

DOKTORA TEZi

Danisman

Do¢. Dr. Mahmut KARAPEHLiVAN

2012-KARS

Bu Calisma KAU Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Tarafindan Desteklenmistir.

Proje No: 2011-VF-02



T.C.
KAFKAS UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Biyokimya Anabilim Dali doktora programu ¢er¢evesinde Ars. Gor. Inan KAYA’nin
Do¢. Dr. Mahmut KARAPEHLIVAN damsmanhginda doktora tezi olarak
hazirladigi “Kronik Florozis’li Farelerde Plazma Paraoksonaz, Sialik Asit ve
Oksidatif Stres Parametreleri Uzerine Ellagik Asitin Etkisi” adli bu calisma,
yapilan tez savunmas sinavi sonunda jiiri tarafindan Lisansiistii Egitim ve Ogretim

Yénetmeligi uyarinca degerlendirilerek oy doteli@t....... ile . kabul_ . edilmistir.
Yy 8 $

Tez Savunma Tarihi: 19/10/2012

Adi ve Soyada

Bagkan : Prof. Dr. Saban MARASLI

Uye  :Prof Dr. Ayla OZCAN

Uye  :Prof Dr. Mehmet CITIL

Uye  :Dog. Dr. Mahmut KARAPEHLIVAN

Uye : Yrd. Dog. Dr. Mesut Biinyami HALICI

Bu tezin kabuld, Saglik Bilimleri Enstitisti Yonetim Kurulu'nun ....... T— / 2012

BUNVE oo T sayili karariyla onaylanmisgtir.

Prof. Dr. Mehmet CITIL

Enstitih Miidiirii



ICINDEKILER

Sayfa No

Simgeler ve Ki1saltmalar ...........ccooiiiiiiiiiiii e I
GrafiKIEr DIZINT ..oovviiiiiiiecce ettt Il
LI o] (o] F= gl 5 4 [ o PSPPSR v
SEKIIIET DIZINI 11viiiiiiiiie it e e et e e e e st e e e e s earee e e s snreeeeeas V
RESIMIET DIZINI.....iitiiiiiiicieiee et bbb VI
TERAT 1.ttt ens VI
ONSOZ .ottt b e b e b e ne e nr e e neennee s VIl
1. GIRIS ve GENEL BILGILER ......c.ccooiiiiiiieiieeces ettt s 1
1.1. Florun Genel OZeHIKIETi.............cccueveviiieceeieiiieecee e 1
1.2. Florun Antropojenik Kullanimi.........cccoccviiiiiiiiiiiiii e 3
i R o 1T £ =T T o] o o USSP 3
1.2.2. SOAYUM FIOTIA ..ooiieiecie e 4
1.2.3. SUITUr HEKZAFIONT ....ccvveieiieec e 4
1.2.4, FIOTAPALIT ......oviiiieiiiieiee e 4
1.2.5. Suni FOSTat GUDIESI........ccveiiiieiiee e 4
1.2.6. KalSiyum FIOMIO ......cooiiiiieceee e 5
1.3, FIOTUN ETKIIEIT oot 5
G T O (0] {074 -SSR 7
1.4, Serbest RAAIKAIIET...........coveiiiee e 11
1.4.1. Organizmalarda Bulunan Baslica Serbest Radikaller.............cccceevvrunnnee. 12
1.4.1.1. Reaktif OKSIjen TUIIEr ......cccooiiieiieice e 13
1.4.1.1.1. Malondialdenit ...........cocoiieiiiiiie e 16
1.4.1.2. Reaktif NItrojen TUIErT ...cooovoiiieiei e 17
1.4.1.3. Florozis ve Serbest Radikaller ... 19
1.5, ANLIOKSIAANIAT ......coviiiiiice s 20
1.5.1. Antioksidanlarin Stniflandirtlmasi.........cccccccoovieeiiiiii i, 21
I T O R € [ =11 SO R 23
1.5.1.2. Paraoksonaz ENZIMI.......c.cceieiinineieiisesicsesee e 25

1.5.1.2.1. PON1’in Yapist ve OzelliKIEri........cccccovieeiiiiceeeieeecce e 27



1.5.1.2.2. PON1 Ve OKSIAaN DUFUM ...oooeeeeeeeeeeeeee e eeeeee e e e e 27

1.5.1.3 EHAGIK ASIT ..o 28
1.6, STAIK ASIT ..ot 31
1.6.1. Florozis ve Sialik ASit..........cccviiiiiiiiiiii 34
I o =V = W I o] o ] =T o USSP 34
0 O I T | ST ¢ o S 36
1.7.2. KOIESTEIOL ... 36
1.7.3. LIPOPIOTEINIEL ..ot 37
1.7.4. Florozis ve Plazma LipIAIeri........ccoooiiiiiiiiiiiiiieeeesese e 41
2. MATERYAL VE METOT ..c.oiiiiiiiee ettt 42
2.1 MALEIYAL ... 42
2.1.2. Kan Orneklerinin Alnmast ve Is1enmesi.........ccccoeevevevevcuererireeeceereenan. 43
2.1.3. Doku Orneklerinin Alinmasi ve ISlenmesi..........coccoevevevceerevevereceereeee. 43
2.2. MEIOE ... 43
2.2.1. Kullanilan Arag ve GereCler .......cooiuiiiiriiiiiieiieeiee e 43
2.2.2. Analizlerde Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlaniglari............cccoooveiiinnnnn. 44
2.2.3. Analizlerde Kullanilan Metotlar ...........ccoceviieiiiniiiii e 45
2.2.3.1. LSA ANGNIZI c.veiviiiiiieece e 45
2.2.3.2. MDA ANALIZI...coooiiiiiieiece e 47
2.2.3.3. GSH ANALIZI ..o 49
2.2.3.4. Paraoksonaz Aktivitesinin ANalizi ..........ccovvivviiiiiiiiiicns 50
2.2.3.5. Plazma Total Kolesterol, Trigliserid, HDL, LDL, VLDL, Glukoz ve
KalSiyum ANALIZI .....c.ocoviiiiieccccce e 52
2.2.3.6. Idrarda FIOr ANALIZi .......cccoeviuiuiieriiiiceeieeeeeeee e 52
2.2.3.7. Karaciger ve Bobrek Dokusunun Histopatolojik Degerlendirmesi ....... 52
2.2.3.8. Istatistiksel ANAlIZIET...........ccvrviveriiieieeiereiieeecee e 52
3. BULGULAR .ottt et 54
4. TARTISMA V& SONUC .....eiitiiiiiiieiiieie ettt 70
B OZET ottt bbbttt 83
B. ABSTRACT . 84
7. KAYNAKLAR Lottt st te s e sseeteaneesraeaeaneesneennens 85

8. OOZGECMIS .voooeveeeeeeeeeeeseeeeeeeseesseseseseeeeesee e sss e sse e seeseeesseeees s esess e eaessenes 112



SIMGELER ve KISALTMALAR

ATP : Adenozin Trifosfat
CalOF2(PO4)6 : Florapatit

DMSO : Dimetil Stlfoksit

DNA : Deoksiribontkleik Asit

DTNB : Ditiyobis Nitrobenzoik Asit
EA : Ellagik Asit

EDTA : Etilendiamin Tetraasetik Asit
ETS : Elektron Tasima Zinciri

GHSs : Biiytime Hormonu Salgilaticilar
GSH : Glutatyon

GSSG : Okside Glutatyon

GSHPx : Glutatyon Peroksidaz

H,0, : Hidrojen Peroksit

H4SiO4 : Silisik Asit

HDL : Yuksek Dansiteli Lipoprotein
1.U. . International Unit

IDL : Ara Dansiteli Lipoproteinler
LDL : Diisiik Dansiteli Lipoproteinler
LOO : Peroksil radikali

LOOH" . Lipit hidroperoksit

LSA : Lipid Bagl Sialik Asit

MDA : Malondialdehit

MRNA : Haberci RNA

NADPH : Nikotinamid Adenin Din(kleotid Fosfat
NaF : Sodyum Florid

NANA : N-Asetil NOraminik Asit
Neu5Ac : N-Asetil Noraminik Asit
Neu5Gc : N-Glikolil Noraminik Asit
PON : Paraoksonaz

ROS : Reaktif Oksijen Turleri



RNS
SA

SH
TBA
TCA
VLDL
WHO

. Reaktif Nitrojen Turleri

- Sialik Asit

: Stlfidril grubu

: Tiyobarbitirik asit

: Trikloroasetik asit

: Cok Diisiik Dansiteli Lipoprotein
: Dlinya Saglik Orgiitii



Grafikler Dizini

Grafik 2.2.3.1.1.1. Sialik asit kalibrasyon egrisi

Grafik 2.2.3.2.1.1. MDA kalibrasyon egrisi

Grafik 2.2.3.3.1.1. GSH kalibrasyon egrisi

Grafik 3.1. Kontrol ve deney gruplarinin plazma LSA diizeyleri

Grafik 3.2. Kontrol ve deney gruplarinin plazma MDA diizeyleri

Grafik 3.3. Kontrol ve deney gruplarinin tam kan GSH diizeyleri

Grafik 3.4. Kontrol ve deney gruplariin plazma PON aktivitesi diizeyleri
Grafik 3.5. Kontrol ve deney gruplarinin plazma total kolesterol diizeyleri
Grafik 3.6. Kontrol ve deney gruplarinin plazma trigliserid diizeyleri
Grafik 3.7. Kontrol ve deney gruplarinin plazma HDL diizeyleri

Grafik 3.8. Kontrol ve deney gruplarimin plazma VLDL duzeyleri

Grafik 3.9. Kontrol ve deney gruplariin plazma LDL diizeyleri

Grafik 3.10. Kontrol ve deney gruplarinin plazma glukoz diizeyleri

Grafik 3.11. Kontrol ve deney gruplarinin plazma kalsiyum diizeyleri

Sayfa no
47

48
50
59
59
60
60
61
61
62
62
63
63
64



Tablolar Dizini

Sayfa no
Tablo 1.7.1. Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar 22
Tablo 2.2.3.2.1. MDA 6lglimii igin uygulanan islemler 48
Tablo 2.2.3.3.1. GSH 6l¢iimii i¢in yapilan islemler 50
Tablo 2.2.3.4.1. Paraoksonaz aktivite tayini i¢in reaksiyon karigimi 51
Tablo 3.1. Kontrol, NaF ve EA+NaF gruplarinda idrar flor diizeyleri 55
Tablo 3.2. Kontrol grubu ile DMSO, EA, NaF ve EA+NaF grubu
farelerde biyokimyasal parametreler arasindaki korelasyonlar 56
Tablo 3.3. Kontrol, DMSO, EA, NaF ve EA+NaF verilen farelerin
ikiser hafta araliklar ile 6l¢iilen viicut agirliklar (g) 57

Tablo 3.4. Kontrol ve deney gruplarinin plasma LSA, MDA, PON,
total kolesterol, trigliserid, HDL, LDL, VLDL, glukoz ve kalsiyum duzeyleri ile
tam kan GSH duzeyleri

58



Sekiller Dizini

Sekil 1.1.1. Dogada flor dongiisii

Sekil 1.3.1. Besinler ile alin florun viicutta dagilimi

Sekil 1.4.1.1.1. Singlet oksijen formlar1

Sekil 1.4.1.1.1.1. Iki 6nemli MDA olusum mekanizmasi

Sekil 1.8.1. Glutatyon (y-glutamil sisteinil glisin)

Sekil 1.8.2. GSH’1n siiperoksit ve hidrojen peroksitin detoksifikasyonu
sirasindaki fonksiyonu

Sekil 1.12.1. PONZ1’in etkisi ile paraoksonun hidrolizi

Sekil 1.9.1. Ellagik asitin sentezi ve kimyasal yapisi

Sekil 1.10.1.1. Sialik asit varyasyonlari i¢in 6nemli yapisal 6zellikler

Sekil 1.11.1.1. Plazma lipidlerinin eksojen ve endojen taginmasi

Sayfa no

16
18
23

25
26
30
32
36



VI

Resimler Dizini

Sayfa no

Resim 3.1. Kontrol grubu bir fareden 8 hafta sonra alinan karacigerin gérinima
Resim 3.2. 8 hafta sire ile oral yolla 25 mg/L NaF verilen bir farenin
karacigerinde 6dem ve dissosiasyon

Resim 3.3. 8 hafta sire ile oral yolla 25 mg/L NaF verilen bir farenin
karacigerinde hepatositlerde nekroz, bazi hepatositlerde ¢ekirdekte biiyiime

ve hiperkromazi

Resim 3.4. 8 hafta siire ile 10 mg/L ellagik asit verilen bir farenin karacigerinde
hafif derecede dejenerasyon

Resim 3.5. 8 hafta siire ile 10 mg/L ellagik asit verilen bir farenin karacigerinde
yag ve vakuoler dejenerasyon

Resim 3.6. Kontrol grubu bir fareden 8 hafta sonra alinan bobregin goriiniimii
Resim 3.7. 8 hafta sire ile oral yolla 25 mg/L NaF verilen bir farenin
bobreginde proksimal tubiil epitellerinde hidropik dejenerasyon, nekroz ile
tubdl lumenlerinde dilatasyon

Resim 3.8. 8 hafta siire ile oral yolla 25 mg/L NaF ve deri alt1 yolla olarak

10 mg/kg ellagik asit verilen bir farenin bobreginde proksimal tubiil epitellerinde
orta derecede hidropik dejenerasyon, az sayida nekrotik epitel hiicresi ile

tubdl lumenlerinde dilatasyon

65

65

66

66

67
68

68

69



VII

ITHAF

Tezimi, 14 Nisan 2012’den beri yoklugunu her an hissettigim canim babam

Karabey KAYA’ya ithaf ediyorum.



VIl

ONSOZz

2050 yilma kadar diinya insan niifusunun yaklasik 10 milyara ulagmasi
beklenmektedir. Dolayisiyla; cevre, saglik, gida ve enerji 21. YY’ da insanlik ve tim
canlilar i¢in en fazla tartisilacak konular arasinda bulunmaktadir. Bu dogrultuda,
cevresel degisimlere gore gelisen hastaliklarin en iyi sekilde teshis edilebilmesi ve

onlemlerinin alinmas1 gerekmektedir.

Toprak, su ve bitkiler araciligi ile yiiksek miktarda flor alinmasi sonucu sekillenen
hastaliga “flor zehirlenmesi” veya “florozis” adi verilmektedir. Canlilarin biinyesine
katilan flor, en fazla igme suyu yolu ile alinmaktadir. Kronik florozis’li canlilara,
volkanik aktivitelerin ve endiistriyel flor atiklarinin bulundugu boélgelerde
rastlanilmaktadir. Normal degerlerde alinan flor, dis dokusunda ¢lriik olusmasini
6nlemekte ve kemik dokusunun saglam bir sekilde olgunlagsmasini hizlandirmaktadir.
Kronik florozis’te, esas olarak dis ve iskelet sisteminde olumsuz etkiler olusmasina

karsilik, diger organ ve sistemlerde de metabolik degisiklikler meydana gelmektedir.

Florozis’in metabolik etkilerinin arastirildigi ¢ok sayida g¢alisma bulunmaktadir.
Ancak, cevresel faktorlerin kontrol altinda tutuldugu ortamda olusan kronik
florozis’li canlilarda biyokimyasal parametre dizeylerinin ve bu dizeyler Uzerine
koruyucu 6zellikleri oldugu ileri siiriilen fenolik bilesiklerin etkilerinin arastirildigi
calismalar olduk¢a sinirlidir. Bitkisel besin maddelerinde fenolik bir bilesik olarak
bulunan ellagik asitin (EA’nin); antioksidan, antiinflamatuar, antifibrosis ve
antikanserojenik etkiler gibi bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip oldugu bildirilmektedir.
Bu nedenle yapilan ¢alismada, deneysel kronik florozis olusturulan farelerin plazma
kalsiyum, glukoz, malondialdehit (MDA), lipid bagl sialik asit (LSA), paraoksonaz
(PON) aktivitesi ve plazma lipid profilleri ile tam kan redukte glutatyon (GSH)
diizeylerinde meydana gelebilecek degisiklere karsi giiclii antioksidan 0Ozelligi

oldugu ileri siiriilen EA’nin koruyucu etkisinin arastirilmasi amaglandi.

Doktoram siiresince karsilastigim gucliklerin giderilmesinde ilgi ve yardimlarini
hichir zaman esirgemeyen saygideger danigman hocam Dog¢. Dr. Mahmut
KARAPEHLIVAN’a, laboratuvar olanaklarindan yararlanmami saglayan Prof. Dr.
Saban MARASLI ve Prof. Dr. Ayla OZCAN’a, calismanin uygulanmasinda



degerlendirmelerinden  yararlandigim Prof. Dr. Mehmet CITIL’e, deney
hayvanlarinin yetistirilmesinde tecriibelerini esirgemeyen Yard. Do¢. Dr. Yusuf
ERSAN’a, Dog. Dr. Onur ATAKISI’ye, doku érneklerinin alinmasinda yardimlarin
gordiigiim Dog. Dr. Hasan OZEN, Dog. Dr. Musa KARAMAN ve sevgili esim Miige
MAVIOGLU KAYA’ya, calismanin farkli sathalarinda yardimlarmi gordiigiim
doktora egitimi arkadasim Umit Volkan EKINCI, Ogr. Gér. Haci Ahmet DEVECI ve
Aras. Gor. Abdulsamed KUKURT’e, projeye maddi destek saglayan Kafkas
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Baskanligi’na, manevi
desteklerini esirgemeyen ailemin tiim bireylerine ve “bu ¢alismada katkim var” diyen

herkese tesekkiirlerimi sunmay1 zevkli bir gérev sayarim.



1. GIRIS ve GENEL BILGILER

1.1. Florun Genel Ozellikleri

Flor, atom numarast 9, atom agirligi 18.998 g/mol, erime sicakligi -219.6°C,
kaynama sicakligi -188.14°C, ozonu andiran kokuya sahip, yesilimsi agik sar1 renkli
ve periyodik sistemde halojenler grubunda yer alan bir elementtir. Yer kabugunda %
0.03 oraninda bulunan flor, yliksek -elektronegatif ozelliginden dolayr diger
elementlerle birleserek tuz halinde bulunmaktadir. Flor elementinin baska bir
element ile yaptig1 tuz, “florid” olarak tanimlanmaktadir. Bu tuzlar sodyum florid
(NaF), florapatit [Cai0F2(PO4)s] veya kalsiyum florid (CaF,) gibi solid maddelerdir.
Toprak, su, kaya, hava, bitki ve hayvanlarda bulunan flor, organizmada baslica
kemik ve dislerde depolanmaktadir (23, 237).

Coziinebilen inorganik flor, omurgali canlilarin dis ve iskelet dokularinda,
omurgasizlarin dis iskelet dokusunda ve bitkilerin hiicre duvarlarinda birikme
egilimindedir (99, 132, 169). Florid bilesikleri, canli organizmalarda gastrointestinal
sistemden hizli ve etkili bir sekilde emildikten sonra, kan yoluyla proteinlere
baglanmadan tiim viicuda dagilmaktadir. Flor, viicutta biiyilkk oranda kalsifiye
dokularda birikmekte olup, oral yolla alinan florun birincil atilim yeri bobreklerdir.

Ayrica idrar, diski ve ter ile viicuttan atilmaktadir (237).

Atmosferde bulunan inorganik flor, aerosol olusumu, buharlasma, nem, kuraklik ve
hidroliz durumlarinin etkisi altinda bulunmaktadir. Saf ve ucucu halde bulunmayan
inorganik flor partikiilleri yogunlasma ile atmosferden uzaklastirilmaktadir.
Atmosferik flor hem dogal hem de antropojenik olarak gaz ya da partikil
formundadir (133). Atmosferde gaz halinde bulunan flor, hidrojen florid, silisyum
tetra florid (SiF,), florosilisik asit ve silfir hekzaflorid bilesikleri halindedir.
Partikiiler formda ise kriyolit (NasAlFs), aluminyum florid (AlF3), kalsiyum florid
(CaF,), sodyum hekzaflorosilikat (Na,SiFg), kursun florid (PbF,) ve CaioF2(PO4)s
seklindedir. Kiiresel olarak atmosferdeki florun yaklasik % 75’inin hidrojen florid, %
25’inin de inorganik florid partikilleri (sodyum ve kalsiyum florid vb.) halinde
oldugu kaydedilmektedir (243). Atmosferik flor ve silisyum floridler hidroliz yoluyla



hidrojen floridleri olusturmaktadir. Floridler atmosferik ortamda genel olarak stabil
kalmakta olup kolaylikla hizrolize edilememektedir (243). Maden komiirii kullanilan
kentlerde atmosferik siilfiir hekzaflorid miktarmin artacagi ve bu gaz olusumunun

atmosferde en az 500 yil kalabilecegi bildirilmektedir (60, 216).

Toprakta bulunan inorganik florun temel kaynagi kayalardir (244). Topraktaki
inorganik flor mobilitesini etkileyen temel faktorler pH, Al*, Fe* ve Ca*
kompleksleridir (75, 188). Asiditesi yliksek olan topraklarda inorganik flor igerigi
alkali ve tuzlu topraklara gore daha yiksektir. Ayrica iklim sartlar1 ile topragin
kimyasal ve fiziksel oOzellikleri inorganik flor dagiliminda 6nemlidir. Yeterli
CaCOgj’e sahip yuksek alkali topraklarda (pH>6.5) florun tamamina yakini CaF,
halindedir (243).

Suda bulunan flor, Al*? ile kompleks olusturmus halde olup, asir1 alkali ve asidik
yapidaki sularda bulunan inorganik flor, yiizey sular1 veya yeralti sularina
karisabilmektedir (10). Florun kompleks bilesikleri, Al*® ve Mg*? bakimindan zengin
bentonit veya humik asit gibi iyon degistirici maddelerin varliginda daha cok
olusabilmektedir (188). Yenge¢ (Tylodiplax blephariskios), karides (Palaemon
pacificus) ve tekir baliklart (Mugil cephalus) 72 giin boyunca 52 mg/L’lik inorganik
florid dozuna maruz birakildiginda hayvanlarin kil flor konsantrasyonlarinin
sirastyla 1414, 3116 ve 7743 mg/kg oldugu saptanmustir (99). Yapilan bir ¢alismada,
deney havuzuna 22 mg/L dozunda ilave edilen NaF’nin bu havuzda yasamakta olan
akuatik damarl bitkiler, algler, yumusakgalar ve baliklarda flor konsantrasyonlarinin
sirastyla 35, 14, 12 ve 7 kat arttig1 kaydedilmektedir (139). Florun dogadaki dongusi
Sekil 1.1.1°de gosterilmistir.
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Sekil 1.1.1. Dogada flor dongiisii (78)

1.2. Florun Antropojenik Kullanimi
1.2.1. Hidrojen Florid (HF)

Hidrojen florid, diinyada yillik olarak 1 milyon tondan daha fazla kullanilan 6nemli
bir endiistriyel bilesiktir (243). CaF,’den Uretilen HF baslica sentetik kriyolit, AlF3,
motor benzin alkilatlar1 ve kloroflorokarbonlarin tiretimi i¢in kullanilmaktadir.
Ancak yasal sinirlamalardan dolay: kloroflorokarbon iiretimi azalmaktadir. Hidrojen
florid nukleer endistrisi icin uranyum tetraflorid (UF4) ve uranyum hekzaflorid
(UFe) sentezinde de kullanilmaktadir. Yine hidrojen florid cam, tugla ve aliiminyum
yuzeylerin parlatilmasi, petrokimyasal imalatlarda, deri tabaklamasinda ve paslarin
giderilmesinde de kullanilmaktadir (233, 243).



1.2.2. Sodyum Florid (NaF)

Sodyum florid, HF ile Na,CO3; ve NaOH’den elde edilmektedir. Cam, celik,
aliminyum, insektisit ve dis tabaka koruyucularinin {iretiminde kullanilmaktadir

(243).

1.2.3. Sulfur Hekzaflorid (SFs)

Sulfur hekzaflorid, elektriksel donatilarin kullanildigi alanlarda yalitim malzemesi
olmasi ve eriyik haldeki Mg ve AI*® gibi metaller iizerinde koruyucu ve duragan

gaz olarak kullanilmas1 bakimindan énemli bir bilesiktir (243).

1.2.4. Florapatit [CaioF2(POg)e]

Florapatit giibre sektoriinde fosfat kaynag: olarak kullamlan ve énemli oranda Ca*

ve F iyonu igeren bir bilesiktir (243).

1.2.5. Suni Fosfat Gibresi

Suni fosfat giibreleri tarimsal topraklarda flor kontaminasyonunun 6nemli bir
kaynagini olusturmaktadir. Bunlar genel olarak yaklasik % 3.5 oraninda flor igeren
kaya fosfatlarindan elde edilmektedir (96). Fosfatli giibrelerin iiretimi esnasinda
stlfir ve amonyum iyonu ile dillisyon islemi uygulanirken florun bir kism1 atmosfere
karigmaktadir. Atmosfere karigan flordan dolay1 fosfatli giibrelerdeki flor oran1 %

1.3-3°dur (243).



1.2.6. Kalsiyum Florid (CaF)

Kalsiyum florid, endustriyel olarak flor elementinden faydalanmak igin
kullanilmaktadir (244). Celik, cam ve parlaticilarin {iretiminde bir eriyik olarak
tiiketilmesinin yaninda hidroflorik asit iiretiminde de ham maddedir. Aliiminyum
uretiminde oksijen ve Al,O3’in ayirilmasinda da elektrolit olarak tercih edilmektedir
(243).

1.3. Flor’un Etkileri

Flor organizmaya sindirim ve solunum sistemi ile alinmaktadir. Besinler ile
alindiktan sonra asidik ortamda iyonik hale doniiserek hem mide hem de bagirsak
mukozasindan absorbe edilmektedir. Florun absorbsiyonu asidik ortamda artmasina
karsin, alkali ortamda diismektedir (38). Dolasim sistemine gegen florun yaklasik %
90’1 proteine bagli olarak bulunurken, % 10’luk kism1 ise biyolojik bakimdan aktif
iyonize flor seklindedir (81). Flor’un plazmadan ayrilarak mineralize dokularda
karbonat veya hidroksil gibi anyonlar ile yer degistirmesi kemik ve dis dokusunda
flor birikimlerine sebep olmaktadir. Kemik ve dislerde flor’un birikmesi, 6zellikle
hizli biiyiime doneminde meydana gelmektedir. Olgun kemik dokusu gelismekte
olan kemik dokusuna gore daha az oranda flor icermektedir. Ayrica siingerimsi

kemik doku siki kemik dokusuna gore daha fazla flor icermektedir (38).

Normal kosullarda toplam flor atilmi % 90 oraninda idrar yoluyla
gerceklesmektedir. Flor’un bobrek Klirensi, glomerular filtrasyon oraniyla dogru
orantili olup, filtre edilen flor’un yaklasik % 60’1 yeniden absorbe edilmektedir.
Klirens orani yetigkinlere gore genglerde yiiksektir. Kemik gelisiminin yavasladigi
donemde flor’'un idrarla atilimi artmaktadir. Besinler ile alinan flor’un vicutta
dagilimi Sekil 1.3.1°de gosterilmistir (73, 38).
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Sekil 1.3.1. Besinler ile alinan flor’un viicutta dagilimu (38)

Flor, saglikli insan ve hayvanlarin biitiin dokularinda bulunmakta olup, viicut sivilari
ve yumusak dokularda diisiik diizeylerdedir (124). Flor bilesikleri oral yolla
alindiginda, hizla gastrointestinal kanaldan emilip, pasif difiizyonla kana
gecmektedir. Organizmada flor’un yaklasik % 95’1 kan yoluyla viicuda dagildiktan

sonra dis ve kemik dokusunda florapatitleri olusturmaktadir (38).
[C&3(PO4)2]3 Ca(OH)Z +2F . [Cas(PO4)2]3 Can + 20H"

Dis ve iskelet sistemindeki bu reaksiyon geriye doniistimliidiir. Eriyebilir halde fazla
miktarda alinan inorganik flor bilesikleri; mide igerisinde hidroflorik asite doniiserek,
gastrointestinal kanalda doku dejenarasyonlarina neden olmaktadir. Kan plazmasinda
CaF; olusumu sebebiyle yeterli oranda aktif halde Ca*? iyonu bulunmayacag: icin
kanin pihtilasma mekanizmasinda aksakliklar meydana gelmektedir (223). Ayrica
flor’un plazmadaki oranmin, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi bir¢cok enzim

aktivitesinde de degisikliklere neden olabilecegi bildirilmektedir (49).

Icme suyu ile alinan flor hizla hiicre zarm gecerek iskelet sistemine, kalp kasina,
akcigere, deriye ve alyuvarlara dagilmaktadir. Flor’un, organizmada Ca* baglayic

ve hipokalsemik etkili bir iyon oldugu belirtilmektedir (57, 223). Ayn1 zamanda flor,



Ca*? iyonunun hiicrelere girisini artirdigi i¢in kalsiyum iyonofor olarak
adlandirilmaktadir. NaF daha ¢ok insektisit olarak kullanilmasinin yaninda uygun
dozlarda dis c¢urikliklerini onlemede ve insanlarda kemik erimesinin tedavisinde
tercih edilmektedir (223). Dis minesi yiizeyindeki plaklarda bulunan oral bakteriler
normal metabolizmalarinin bir pargasi olarak laktik, asetik ve propiyonik asit gibi
fermente olabilen organik asitleri Gretmekte ve bu iiriinler disin yapisinda bulunan
hidroksiapatitin yapisin1 bozmaktadir. Ancak, uygun oranda su ve gidalar ile alinan
flor, disin yapisindaki florapatit yapisinin ¢oziinebilirligini ve dolayistyla diglerdeki
curumeleri azaltabilmektedir (38).

Sodyum florid, HF formuna doniiserek gastrik hasara neden olmaktadir (101).
Flor’un mide asitini artirdigi, mide mukozasinda kanlanmay:1 azalttigi ve

gastrointestinal ~ sistemde epitel hiicre Oliimlerine sebep olabilecegi de
kaydedilmektedir (66).

Hayvanlara iki ay slre ile deiyonize suda verilen 125 ppm NaF ile olusturulan
deneysel florozis’li ratlarda yapilan bir ¢alismada, hayvanlarin tibia’sinda
glikozaminoglikanlardan ~ olan  dermatan  sulfat ve  kondroitin-6-sulfat
konsantrasyonlarinin kontrol gruplarina goére daha yiiksek diizeyde oldugu
bildirilmektedir (194). Amira ve ark. (5) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada NaF
verilen farelerde Dbesinlerin  sindirim  sistemindeki hareketi bakimindan
gastrointestinal motilitenin degismekte oldugu ve 20 mM NaF’in intestinal gecisi
hizlandirdigr kaydedilmektedir. Ayrica flora maruz kalan farelerde glukoz
toleransinin bozuldugu, bunun da instlin sekresyonundaki azalmaya ve oksidatif

strese bagli olabilecegi rapor edilmektedir (74, 237).

1.3.1. Florozis

Diinyada en 6nemli ¢evresel saglik problemlerinden birisi olan florosis, dogal olarak
flor bakimindan zengin su kaynaklarinin ve flor diizeyi yiiksek topraklarda yetisen
bitkilerin dogrudan veya dolayli olarak canlilar tarafindan tiiketilmesi sonucu

olugsmaktadir (129). Florozis’te organizmanin bireysel dayanikliliginin yani sira



birbirini takip eden dozlar ve bu dozlarin uygulanis araliklarinin sikligi1 da 6nem
tasimaktadir. Flor bilesiklerinin besin maddeleri, igme sulari, solunum ve deriden
alimmas ile sekillenen genel zehirlenme durumunun degismemesine karsilik, lokal
bulgularda bazi degisiklikler saptanabilmektedir. Flor zehirlenmesinin olusum hizi
aliman doz miktari, canlinin tiirli, beslenme, yas ve genel saglik durumuna bagh
olarak degismektedir (2, 159, 189, 257). Topragin yapisi, volkanik olusumlar, fosfat
kayalari, florid rezervleri, tarimda kullanilan siiperfosfatli giibreler, flor igerikli
ilaclar, aliminyum, cam, demir-celik, tugla ve ¢imento fabrikalari gibi sanayi

kuruluslar florozis riskini artirmaktadir (1, 57).

Normal degerlerde alinan flor, dis dokusunda ¢lrik olusmasini 6nlemekte ve kemik
dokusunun saglam bir sekilde olgunlasmasini hizlandirmaktadir (72). Florozis’in
esas olarak dis ve iskelet sisteminde olumsuz etkiler olusturmasina karsilik, yapilan
pek cok calismada diger organ ve sistemlerde de bozukluklar olusturabilecegi
bildirilmektedir (49, 257). Enerji metabolizmasinda 6nemli fonksiyonlar1 olan fosfat
ve kinaz enzimleri Gzerinde flor’un yavaslatict etkisinin oldugu ileri strilmektedir
(185).

Diinya Saglik Orgiitii’niin belirledigi, igme sularinda olabilecek en yiiksek flor
miktar1 1,5 mg/L’dir (245). Igme sularmda bulunan maksimum flor diizeyleri, iklim
kosullarina bagli olarak degismektedir. icme suyu flor diizeyinin sicak iklim
kosullarinda en fazla 0,7 ppm, soguk iklimlerde ise 1,2 ppm olmasi gerektigi
belirtilmekte ve sicak iklim bolgelerinde su tiiketimi yiksek oldugundan, daha diisiik
diizeylerde flor igeren sularin fazlaca alinmasiyla da florozis sekillenmektedir (25,
251). Kanwar ve Singh (116) tarafindan deneysel florozis olusturulmus farelerin
karaciger ve kemik dokusunda ¢inko seviyelerinin azaldigi1 kaydedilmektedir. Ratlara
icme suyu ile NaF verilerek olusturulan florozis’in siddetli agrilara sebep oldugu
saptanmis olup, buna baglh olarak florozis’in norotoksisitede 6nemli etkilere neden

olabilecegi ileri siiriilmektedir (242).

Canlilar, olumsuz etki yapmayacak sekilde siirekli olarak yem ve sulartyla florlu
bilesikleri biinyelerine almaktadirlar. Ancak, uzun siireli ya da bir defada asiri

miktarda flor alinmasi sonucu akut veya kronik florozis sekillenmektedir (124, 231).



1.3.1.1. Akut Florozis

Kisa siirede yiksek dozda flor alinmasi sonucu olusan flor zehirlenmesi akut florozis
olarak adlandirilmaktadir (2). Akut florozis’te nadiren de olsa karin agrisi,
hipersalivasyon, hipokalsemi, pupiller dilatasyon ve kas spazmlari gibi gesitli klinik
tablolar ile karsilagilabilmektedir. Akut florozis tedavisinde genellikle Ca*?, Al*® ve
Mg*? tuzlar1 kullaniimaktadir (251).

Hizla ¢6ziinebilir flor tuzlarini igeren insektisit, rodentisit ve antihelmintik ilaglarin
bir defada yliksek dozda veya tekrarlayan subletal dozlarda alinmasi akut florozis
sekillenmesine neden olmaktadir (57). Volkanik aktiviteler sonrasinda agiga ¢ikan
toz ve gazlardan dolay1 patlamadan hemen sonra 20 km’lik sahada oOldurict akut
florozis meydana gelebilmektedir. Volkanik patlamalar sonras1 yagmurlarin yagmasi

ise intoksikasyon riskini artirmaktadir (234).

1.3.1.2. Kronik Florozis

Florlu bilesiklerin ylksek miktarda uzun slre igme sular1 veya besin maddeleri ile
alimmasi sonucu olusan flor zehirlenmesi kronik florozis olarak adlandirilmaktadir
(2, 124, 126). Kronik florozis ilk olarak Hindistan’in Madras eyaletinde 1937 yilinda
endemik florozis adi ile tanimlanmustir. I¢me suyunda 4 ppm’den daha yiksek
konsantrasyonda flor bulunan bolgelerde endemik florozis’in  olustugu
kaydedilmektedir (242). Beslenmenin iyi olmadigi endemik florozis’li bolgelerde
yasayan bireylerde gastrointestinal semptomlara siklikla rastlandigi belirtilmektedir

(59).

Kemik ve dis lezyonlar1 kronik florozis’in teshisinde 6nemli bulgulardir. Kronik
florozis’te disler kolaylikla asinarak kirilabilmekte ve dogal yerlerinden ¢ikip
dokulebilmektedir. Kemikler kalinlagsarak kirilmakta ve kemik iligi hiicrelerinin
dejenerasyonlarina bagl olarak aplastik anemi sekillenmektedir (65, 124). Kronik
florozis’in kemiksel semptomlari sirasi ile osteoskleroz, osteoporez, osteomalazi ve

hiperosteozis’dir. Kemiklerin periostal ytizeyinde meydana gelen farkliliklardan
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dolay1, omuriligin mekanik baskiya ugramasi sonucu norolojik semptomlarla birlikte
omurga bozulmakta ve hareketler yavaslamaktadir (4, 81, 187). Kronik florozis’te
kilo kayb1 ve istahsizlik genel olarak en fazla karsilasilan belirtilerdir (100). Doku ve
organlarda oksidatif hasarin sekillenmesi sonucu oksidan/antioksidan dengesi de
degismektedir (49, 208, 212).

Florozis’te CaF, olusumu sebebiyle kan Ca' diizeylerinin azalmaktadir (223).
Ca*? yetmezligi; rasitizm, biiyime ve kemik gelisiminin yavaslamasi, kemiklerin
kolay kirilabilir hal almasi, kanin pihtilagma mekanizmasinda aksakliklar, siit
veriminin diismesi gibi belirtilerle ortaya ¢ikmaktadir (230). Kronik florozis’in veya
asirt seviyede flor alimmin ve diyette Ca™ eksikliginin ise dis matriksinden
Ca*? iyonlarmin kaybma ve kavite olusumunun hizlanmasina neden oldugu
bildirilmektedir (226). Lokal fluorid uygulamalar1 sonucu dis yiizeyinde CaF,
kristallerinin olustugu, pH disiislerinin ise bu kristallerin erimesiyle ortama salinan
fluoridlerden dolay: ¢iiriikk atagin1 kontrol ettigi kaydedilmektedir. Bu sekilde, CaF,
kristallerinin, pH kontroliinii saglayan bir florid salimim sistemi oldugu
belirtilmektedir (11).

Florlu bilesiklerin endiistride kullanimi ile olusan kronik flor zehirlenmesine
endiistriyel florozis adi verilmektedir. Aliiminyum, seramik, cam, petrokimya
sanayileri, stiper fosfat fabrikalar1 ve termik santraller endiistriyel florozis’in

olusumuna katki saglayan 6nemli faktorlerdir (80).

Kronik florozis’le ilgili olarak klinik muayenelerde kemik ve dis yapisindaki
bozukluklarin saptanmasi, kullanilan yontemin sonuglar1 bakimindan siipheye dayali
bir teshis olanagi saglamaktadir. Florozis, organizmada sistemik bozukluklar
olustururken idrar ve kandaki degisiklikler daha erken bir siiregte ortaya ¢ikmaktadir.
Son yillarda yapilan bazi cahismalarda, florozis’in erken teshisinde flor, Ca*?ve sialik
asit (SA) gibi baz1 biyokimyasal parametrelerin 6nemli oldugu ileri siiriilmektedir
(44, 110, 219, 220, 234). idrar ve kemiklerdeki flor diizeyi, florozis’in teshisi igin en
onemli gostergedir. Insan ve hayvanlarda alinan flor ile idrarla atilan flor diizeyleri
arasinda pozitif bir iliski bulunmaktadir. Idrar ile atilan flor diizeyinin 5 ppm’den
fazla oldugu durumlarda florozis teshisi konulabilmektedir. I¢me sularinda

olabilecek en yuksek flor diizeyinin 1,5 mg/L oldugu ve bu diizeyin 4 ppm’den fazla
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olmasi1 durumunda organizmada kronik florozis olusabilecegi bildirilmektedir (56,
76, 244). Ratlarda yapilan bir ¢alismada i¢gme sularina 8 hafta siire ile 25 mg/L flor
ilave edilen ratlarin idrar flor diizeyinin 8.64+0.59 mg/L oldugu belirlenirken, bu
diizeyin i¢me sularma flor ilave edilmeyen ratlarda 1.33+0.042 mg/L oldugu
kaydedilmektedir (103). Yapilan baska bir ¢alismada ise ortalama idrar flor dizeyi,
saglikli koyunlarda 1.65+0.34 ppm olarak bulunurken, florozis’li gruba dahil olan
koyunlarda 48.70+£10.60 ppm olarak tespit edilmistir (76). Koyunlarla ilgili diger bir
calismada ise i¢gme sularina 38 hafta siire ile 4 ppm flor ilave edilen koyunlarin idrar

flor diizeyinin ortalama 16 ppm oldugu belirlenmistir (56).

Florozis’in teshisinde biyolojik drneklerde flor diizeylerini belirlemek icin tercih
edilen en yaygin yontem iyon secici elektrot kullanilarak yapilan potansiyometrik
Olclim yontemidir. Ayrica flor diizeylerini belirlemek icin spektrofotometre, gaz
kromotografisi, iyon kromotografisi, kapiller elektroforezis, atomik absorpsiyon ve

foton aktivasyonunu iceren yontemler de bulunmaktadir (243).

1.4. Serbest Radikaller

Dig yoriingelerinde eslesmemis elektron bulunduran kisa omiirlii reaktif atom ve
molekiiller serbest radikal olarak tanimlanmaktadir. Bu radikaller, radikal 6zellikte
olmayan bir atom veya molekilin bir elektron kaybetmesi ya da bir elektron
kazanmasi sonucu olusabilmektedir. Serbest radikaller, reaktif 6zellik tagidiklarindan
dolayr diger molekillere elektron verebilmekte ya da onlardan elektron
alabilmektedir. Bu ozelliklerinden dolay: vlcutta indirgeyici veya yulkseltgeyici
islevlere sahiptirler (82, 131).

Canli hiicrelerde oksidatif stresin artmasina bagli olarak hiicre membraninda bulunan
doymamig yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu hiicre zarinin permeabilitesi ve
elektriksel yik dengesinde degisimler meydana gelmektedir. Serbest radikaller,
oksidasyon siireci ilerledik¢e basta membran fosfolipidleri olmak iizere, hiicresel

komponentlerin timine zarar verebilmektedir (3, 153).
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Organizmada olusan serbest radikaller, reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tlrleri
olarak adlandirilmaktadir. Bunlar endojen ve ekzojen kaynaklardan olusmaktadir
(55). Endojen serbest radikaller kaynaklari; mitokondriyal elektron transport zinciri
(ETS), kloroplastlardaki fotosentez reaksiyonlari, fagositik ve endotelyal
hlcrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, redoks dongdleri, plastitlerde, peroksizomlarda,
otooksidasyon reaksiyonlari, ksantin oksidaz, peroksidaz ve nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat (NADPH) oksidaz gibi enzimlerin etkisiyle olusmaktadir (29,33,
55). Ekzojen serbest radikal kaynaklar: ise endustriyel kirleticiler, ilaglar, diyet,
iyonize radyasyon, ultraviyole (UV) 151k, sigara dumani, ksenobiyotikler, kuraklik,
hipoksi, diisiik ve yiiksek 1s1 degerleri ile yiiksek 11k stresidir (55, 87, 147). Serbest
radikaller 3 sekilde olusabilmektedir (95).

a. Kovalent baglarin homolitik kirilmas,

XY > X +Y

b. Normal bir molekdilin elektron kaybetmesi,

XY > X +Y'

c. Normal bir molekiile tek bir elektron transferi sonucu olusabilmektedir.

A+e — A

1.4.1. Organizmalarda Bulunan Bashca Serbest Radikaller

Serbest radikal reaksiyonlari bakimindan 6nemli olan reaktif oksijen (ROS) ve
reaktif nitrojen turlerinin (RNS) bazilari radikal, bazilari ise radikal olmayan 6zellik
tasimaktadirlar. Bunlardan superoksit (Oz_'), hidroksil (OH"), alkoksil (LO"),
hidroperoksil (HO;") ve nitrik oksit (NO") turleri radikal 6zellik gdsterirken hidrojen
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peroksit (H20;), lipid hidroperoksit (LOOH) ve hipokloréz asit (HOCI) radikal

olmayan 6zellik gostermektedir (54).

1.4.1.1. Reaktif Oksijen Turleri

Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikaller
olup, bunlar reaktif oksijen tirleri olarak adlandirilmaktadir. Serbest radikallerden
olusan reaktif oksijen tiirleri, yapisinda oksijen atomu ve dis yoriingesinde
eslesmemis bir elektron bulunduran atom veya molekiiller olarak tanimlanmaktadir.

En 6nemli ROS’lar sunlardir (55, 140);

a. Superoksit radikali

Molekiler oksijenin (O3) bir elektron transferi sonucu indirgenmesi ile kararsiz bir

yap1 olan superoksit radikali olugmaktadir.
O,+e — Oz_'

Eozinofil, monosit, makrofaj ve notrofil gibi fagositik hiicreler superoksit radikali
olusumunu artirmaktadir (204). Siiperoksit radikali SOD enzimi tarafindan hizli bir
sekilde H,0O,’e doniistlriildiigii i¢in nadiren oksidatif hasara neden olmaktadir.
pH’nin diisiik oldugu durumlarda stiperoksit radikalinden H,O, ve peroksil (HO;™)
radikalleri Gretilmektedir. Stiperoksit radikalinin doku ve organlar i¢in zararli olmasi,
H,0, kaynagi ve gecis metallerinin (bakir, demir v.b. metal iyonlar) indirgeyicisi
olarak reaksiyona girmesine baglidir. Ayrica, stiperoksit radikali, mitokondrilerdeki
ETS’de, karacigerde sitokrom Pso’de, adrenal medullada hormon sentezinde, damar
endotelinde nitrik  oksitlerin  elemine edilmesinde, hiicre buyimesi ve
farklilasmasinda olusmaktadir (55, 140).

b. Hidrojen peroksit

Oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya superoksit radikalinin

bir elektron almasi (indirgenmesi) ile peroksit molekiilii olusmaktadir.
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O,+2e —» 0% veya O, +1e — 07 (Peroksit)

Peroksit molekild, iki hidrojen atomu ile birleserek H,O;’1i meydana getirmektedir.
Dismutasyon sonucu olusan H,O,, radikal 6zellik géstermeyip, ROS’un olusumunda
kullanildigindan ROS grubuna dahil edilmektedir (55, 56, 140).

072, +2H" — H,0, (Hidrojen peroksit)

c. Hidroksil radikali ile Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari

Serbest radikallerin ¢ogu zararli etkileri hidroksil radikali ile olusmaktadir. H,O, ve
0, * bir veya daha fazla giftlesmemis elektron tasiyan ve serbest radikal karakterli
gecis metalleri ile reaksiyona girerek hidroksil radikalini olusturmaktadirlar (55,

140).
- Fenton reaksiyonu: H,0,, Fe*? ve diger gecis metallerinin (Cu, Zn, Mn, Cr,

Co, Ni, Mo) varliginda indirgenerek OH" radikalini olusturmaktadir.

Fe*+0 " = Fe?+0,
Fe*? + H,0, — Fe*+ OH + OH
Netsonug: O "+H,0, — OH +OH + O,

- Haber-Weiss reaksiyonu: H,0,’in (Fe*? ve Cu*? katalizi ile) O, ° ile

indirgenmesi sonucu olugmaktadir.
H,0,+0; = — OH +OH +0,

- Suyun yuksek enerjili iyonizan radyasyonuna maruz kalmasiyla da OH"

olusmaktadir.
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X veya Gama Isimi

H,0 » H +OH'

- H20; “in UV 1s1¢1na maruz kalmasi ile de OH" olugsmaktadir.

uv
H,O0, — 20H°

d. Hipokloroz asit

Bagisiklik sistemine ait fagositik 6zellikli nétrofillerin icerdikleri myeloperoksidaz
enzimi araciligryla O{"in dismutasyonuyla olusan H,0O5’i, klorir (CI") iyonuyla

birlestirerek giiclii bir antibakteriyel ajan olan HOCI’ye doniistiirmektedir (55).

H,0,+ Cl — HOCI+OH

e. Singlet oksijen

Singlet oksijen (*0,), serbest radikal reaksiyonlarini baslatan ve ortaklanmamis
elektron bulundurmayan bir reaktif oksijen turudur. Singlet oksijenin delta (A) ve
sigma (Y)) olmak {iizere iki formu bulunmaktadir (Sekil 1.4.1.1.1). Delta singlet
oksijen, yar1 Omrii sigma singlet oksijene gore daha uzun oldugu icin singlet

oksijenin dahil oldugu reaksiyonlara daha fazla katilmaktadir (3, 128).

Q:O1) OOt
Ao, YO,

Sekil 1.4.1.1.1. Singlet oksijen formlari
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Singlet oksijen, oksijenin elektronlarindan birinin disaridan enerji almasiyla kendi
donilis yoniiniin tersi yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi neticesinde
olusabilecegi gibi; siiperoksit radikalinin H,O, (Haber Weiss reaksiyonu), hidroksil
radikalinin siperoksit iyonu (elektron transferi) veya hidrojen ve superoksit
iyonlarmin  (dismutasyon) reaksiyonlar1 sonucunda da olusabilecegi kabul

edilmektedir (128).
Haber Weiss reaksiyonu: H,0, + O, © — 0, + OH + OH
Elektron transferi: OH" + O, = — 0, + OH

Dismutasyon: 2H" +20, — 0, + H,0,

f. Diger Reaktif Oksijen Tiirleri

Hidroksil radikali; yag asitleri, niikleik asitler, karbonhidratlar ve proteinler gibi
cesitli molekiillerden bir proton ¢ikarip karbon merkezli organik radikallerin (R’,
alkil radikalleri) olusmasina neden olmaktadir. Hidroperoksil radikali (HO,") daha
kuvvetli bir oksidan olup, superoksit radikalinin diisitk pH’da protonlanmasi sonucu
olusmaktadir. Alkoksil radikali (RO"), Fe*® gibi gecis metallerinin lipid
hidroperoksidi indirgemesi ile olusmaktadir. Buna bagli olarak okside LDL’nin

meydana gelmesi nedeni ile devam eden siiregte hiicre oliimii gerceklesmektedir

(55).

1.4.1.1.1. Malondialdehit

Reaktif oksijen iiriinleri bir¢ok kronik hastaligin etiyopatojenezi ile iliskili olup en
cok lipidler Uzerinde etki gostermektedir. Lipidlerin oksidasyonu sonucu oksidatif
hasarin siddetini artiran aldehitler olusmaktadir (232). 1960’11 yillardan gilinlimiize

kadar doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan MDA; uzun omiirlii
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ve yliksek reaktiviteye sahip olmasi nedeniyle lipid peroksidayonunun siddetinin

belirlenmesinde kullanilmaktadir (201).

Canlilarda MDA’nin olusumu hakkinda iki 6nemli mekanizmanin bulundugu
bildirilmektedir (152, 190, 201). Bu mekanizmalardan ilki; iki veya daha fazla cift
bag iceren doymamis yag asitlerinden {retilen prostaglandin  benzeri
endoperoksitlerin olusumu ve olusan bu endoperoksitlerden sitokrom Pyso
araciligiyla MDA sentezlemesini igermektedir. Diger Onemli bir hipotez ise
doymamis yag asitlerinin ard arda devam eden B-kiritlimi ile hidroperoksitlerin
olusum mekanizmasidir. 3-hidroperoksialdehitin B-kiritlim sekli ile akrolein ve
hidrosil radikalleri arasinda gergeklesen bir reaksiyon ile MDA sentez edilmektedir
(Sekil 1.4.1.1.1) (152, 190, 201).

MDA gibi reaktif aldehitler olustuklar1 bolgeden uzaga diffiize olabildikleri i¢in uzak
bolgelerde de doku hasarina sebep olabilirler. MDA en ¢ok linoleik asit, aragidonik
asit, dokosahekzaenoik asit gibi ikiden fazla ¢ift bag iceren doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonu ile olusmaktadir. Bazen eikozonoidlerin enzimatik metabolizmasi
sirasinda  da ortaya c¢ikabilmektedir. Degisik izoformlarda bulunmasi pH
degisikliklerine baglidir. Fizyolojik pH’da serbest enolat formunda bulunan MDA,
amino gruplaria karsi diisiik reaktivite gosterirken diisiik pH’da reaktivitesinin
artmasindan dolay1 proteinleri de olumsuz etkilemektedir. MDA, ozellikle lizin
kalintilar1 olmak tizere birgok kalintida modifikasyonlara, molekul ici ve molekdller
arasi ¢apraz baglarin olusmasina neden olmaktadir. MDA’ ’nin hiicre membranlarinin
gecirgenligini artirdigi, membranlarin iyon aligverigine etki ederek hiicre ici iyon
dengesini bozdugu, enzim aktivitelerinin bozulmasina, DNA’nin yapisinda

kirtlmalara ve baz degisimlerine neden oldugu bildirilmektedir (95, 201).
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—_— COOH
T

/ \Dixmamli xag asiti

5-00H 15-00H

Sekil 1.4.1.1.1.1. iki énemli MDA olusum mekanizmas1 (201)

1.4.1.2. Reaktif Nitrojen Turleri

Biyolojik sistemlerde olusan en 6nemli reaktif nitrojen tird olan nitrik oksit (NO),
bir azot atomu ile bir oksijen atomunun eslesmemis elektron veren reaksiyonundan
meydana gelmektedir. Damar endotel hiicrelerinde nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi
araciligiyla L-arjininden sentezlenmektedir. Diiz kaslarda siklik guanozin monofosfat

(cGMP) sentezini uyararak damar gevsemesini saglamaktadir (52, 55).
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NOS

L-Arjinin + O, +» Sitrullin + Nitrik Oksit

NADPH

NO "+0, ——» ONOO (Peroksinitrit)
ONOO +H* —— ONOOH

ONOOH — NO; + OH

1.4.1.3. Florozis ve Serbest Radikaller

Flor’un yiiksek dozda alinmasi, fagositozda fonksiyonu olan hiicrelerin immiin yaniti
esnasinda olusan solunum patlamasi ile birlikte hidrojen peroksit (H,O,), sliperoksit
(O 27') ve hidroksil radikali (OH") iiretimini artirmaktadir (204). Solunum patlamasi
ad1 verilen siirecte nodtrofillerin membranlarinda bulunan NADPH’ya bagli oksidaz
sistemleri araciligi ile hizla yukselen O, tiiketimine karsilik O, * iiretimi artmaktadir.
NADPH’ya bagl oksidazlar, normalde inaktif halde iken bakteriler, mitojenler ya da
sitokinler tarafindan aktive edildiklerinde O’nin hidrojen peroksit ve Ozi' anyonuna
doniismesine yol agmaktadirlar. Notrofil kemotaksisinde énemli olan 0, anyonlari,
canli organizmaya dogrudan zarar vermemesine ragmen H»O, kaynagi olmasi
nedeniyle zararlhidir (114, 204). Florozis’te olusan H,O; ve diger serbest radikaller
farkli bir oksidatif siirece yol acarak membran lipidlerinde lipid peroksidasyonu,
stiperoksit dismutazin (SOD) inaktivasyonu ve DNA hasarina neden olmaktadir (3,
114, 208, 237). Kronik florozis’te alyuvarlarda lipid peroksidasyonu diizeylerinin
artmakta oldugu kaydedilmektedir (141). Glnlik 25 ppm dozunda 16 hafta boyunca
igme suyu ile flor uygulanan ratlarda yapilan bir ¢aligmada antioksidan savunma
sistemi elemanlarindan olan glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GSHPXx),
katalaz (CAT) ve SOD aktivitelerinin azaldigi, lipid peroksidasyonunun ise arttigi
bildirilmektedir (208). Endemik florozis’li bireylerde, saglikli bireylere gore lipid
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peroksidasyonunun bir gostergesi olan plazma MDA diizeylerinin ise 6nemli oranda

daha yiiksek oldugu rapor edilmektedir (212).

1.5. Antioksidanlar

Organizmada bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilecek
molekdllerin oksidasyonunu 6nleyen veya geciktirebilen maddelere ya da serbest
radikal oksidasyonuna karsi miicadele eden maddelere antioksidanlar denilmektedir
(54, 55). Antioksidanlar, oksidan firiinlere karsi etkilerini dort farkli sekilde
gostermektedir (39, 54, 56, 140) .

a. Toplayic etki (scavenger etki)

Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya reaktif olmayan yeni bir
molekile doniistiirme islemine toplayici etki olarak ifade edilmektedir. Enzim

yapisinda olan antioksidanlar bu tarz bir etki olusturmaktadirlar.

b. Bastirici etki (quencher etki)

Serbest oksijen radikallerinin aktivitelerini bir hidrojen atomu aktararak azaltan veya
inaktif sekle doniistiiren etkiye bastirict etki denilmektedir. Flavonoidler ve B-karoten

gibi vitaminler bu tarz bir etki gostermektedirler.

¢. Onaric etki (repair etki)

Genellikle DNA’daki hasarlarin tamir edilmesinde bu etki olugsmaktadir.
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d. Zincir kiric etki (chain breaking etki)

Serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayarak reaksiyon basamaklarindan birini
engelleyen etkiye zincir kirict etki denilmektedir. Bu etki serbest radikalleri stabilize
halde tutmak icin meydana gelmektedir. Hemoglobin, mineraller, C ve E vitaminleri

bu tarz bir etki olusturmaktadirlar.

Glutatyon dogrudan ROS diizeyini azaltabilmekte iken, E vitamini zincirleme sekilde
ilerleyen lipid peroksidasyonu esnasinda serbest radikal Ureten reaksiyonlari.
superoksit dismutaz ve katalaz gibi antioksidan enzimler ise serbest radikal Gretimini
baglatan ilk radikali etkisiz hale getirirken, ge¢is metalleri de selat olusturarak
etkilerini gostermektedir. Laktoferritin, transferrin ve ferritin molekdlleri demir ile;

seruloplazmin ve albumin ise bakir ile uyarilan oksidan stresi 6nlemektedir (19, 55).

1.5.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar; yapilarina gore (dogal veya sentetik, enzim veya enzim olmayan,
Tablo 1.7.1), kaynaklarina gore (endojen veya ekzojen), ¢ozunurliuklerine gore (suda
veya lipidlerde ¢oziinenler) ve organizmada bulunuglarina gore (intraseliiler veya

ekstraseliler) farkli sekillerde sinmiflandirilmaktadir (50, 140, 157, 197, 249).
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Tablo 1.5.1. Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar (9, 39).

Enzimatik
Antioksidanlar

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Dogal

Sentetik

Siperoksit dismutaz
(SOD)

Katalaz (CAT)

Glutatyon peroksidaz
(GSHPX)

Glutatyon rediiktaz
(GR)

Glutatyon-S-transferaz
(GST)

Hidroperoksidaz

Glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz

Sitokrom oksidaz

Vitaminler (C, E ve A
vitaminleri)

Glutatyon (GSH)

Polifenolik bilesikler
(Ellagik asit, gallik asit,
hesperetin, kuersetin,
genistein vb.)

Karotenoidler
(zeaksantin, B-karoten,
likopen vb.)

Proteinler (Laktoferrin,
transferin, albimin,
seruloplazmin, ferritin
vb.)

Urik asit

Mineraller (Cinko,
selenyum vb.)

Biitillenmis hidroksitoluen
(BHT)

Biitillenmis hidroksianisol
(BHA)

Tersiyer butilhidrokinon
(TBHQ)

Nordihidroguareyetik asit
(NDGA)

Gallik asit turevleri
(Propil gallat (PG), oktil
gallat, dodesil gallat vb.)

Saglikli canlilarda serbest radikal iiretimi reaksiyonlari ile antioksidan savunma

mekanizmalari arasinda  bir denge bulunmaktadir. Bu dengenin bozulmasi

durumunda “oksidatif stres” meydana gelmektedir. Oksidan ve antioksidan
parametreler arasindaki dengenin veya oksidatif stresin siddetinin belirlenmesi igin
MDA ve GSH diizeyleri arasindaki iliskiye dikkat ¢ekilmektedir (64, 70). Oksidatif
stresin kalici olmasi durumunda organizmanin protein, DNA ve membran lipidleri
gibi énemli hiicresel elemanlarinin tiimii etkilenerek ilerleyen siirecte hicre 6limi

meydana gelmektedir (19, 157).
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1.5.1.1. Glutatyon

Glutamat, sistein ve glisinden sentezlenen glutatyon (y-glutamil sisteinil glisin),
oksidan atom veya molekdller ile redoks reaksiyonlari arasindaki dengenin
korunmasinda fonksiyon gorerek hiicreyi oksidatif strese karsi koruyan ve tiyol
grubu tasiyan bir tripeptiddir (Sekil 1.8.1) (161, 186, 247). GSH, memeli
hiicrelerinde iki asamada sentezlenmektedir. ilk asamada y-glutamilsistein sentetaz
isimli enzim, GSH'!n prekiirsér amino asidleri olan glutamat ve sisteinden Y-
glutamil-sisteinin olusumunu katalizlemektedir. lkinci asamada ise, glutatyon
sentetazin katalitik aktivitesi ile glisin ve y-glutamil-sisteinden glutatyon (y-
glutamilsisteinil glisin) sentezi ger¢eklesmektedir. Bu sentez negatif feedback
inhibisyon yolu ile kontrol edilmektedir (62). Sentez asamalar1 sirasinda bir molekiil
GSH i¢in iki molekiil de ATP kullanilmaktadir (84).

Glutamat
ATP Sistein

ADP+Pi

y-glutamil sistein

AD Glisin
ADP+Pi

O O SHH O
| ]

N N

O | | O
"NH, H O

Glutamat Sistein Glisin

Sekil 1.5.1.1.1. Glutatyon (y-glutamil sisteinil glisin)
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GSH, canlilarda -SH grubu tasiyan proteinler ve hemoglobin gibi molekiillerin
indirgenmis halde tutulmasi, yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve aminoasitlerin
hiicre membranindan taginmasi gibi durumlarda oksidasyona kars1 kullanilmaktadir.
Tasimakta oldugu tiyol grubu araciligr ile hiicre icerisinde redoks potansiyeli yliksek
bir ortam saglamaktadir (62). GSH, glutatyon peroksidaz (GPx) ve S-transferaz
(GST) enzimleri icin kofaktér fonksiyonu gormekte olup, hidroksil ve singlet oksijen
radikallerini dogrudan detoksifiye etmektedir (161, 247). GSH serbest radikallerin
detoksifiye edilmesi sirasinda iki tip reaksiyona katilmaktadir. Bu reaksiyonlardan
ilki superoksit radikal anyonu, nitrik oksit ve hidroksil radikali gibi radikaller ile
nonenzimatik olarak katildig1 reaksiyonlardir. ikincisi ise GPx etkisi ile peroksitlerin
indirgenmesi esnasinda elektron dondrii olarak kullanildigi ve glutatyon disiilfid
(GSSG) molekiiliiniin olustugu reaksiyondur. Bu reaksiyon sonrasinda GSSG, GSH
rediktaz (GR) enzimi katalizi ile yeniden indirgenmis GSH meydana getirmektedir.
GSH’1n siiperoksit ve hidrojen peroksitin detoksifikasyonu sirasindaki fonksiyonu

Sekil 1.8.2°de gosterilmistir (69).
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Solunum zinciri
ksantin oksidaz

O,
202'-_’/
SOD
Monoamin oksidazlar
\ H,0, 2GSH NADP+H"
Katalaz GPx GR
0.50, H-O GSSG NADPH

Sekil 1.5.1.1.2. GSH’1n siiperoksit ve hidrojen peroksitin detoksifikasyonu sirasindaki fonksiyonu:
Solunum  zinciri reaksiyonlari ve ksantin oksidazlar tarafindan iiretilen siiperoksit anyonlar: siiperoksit
dismutazin (SOD) katalitik aktivitesi ile H,O, e doniistiiriilmektedir. Monoamin oksidazlarin katalitik aktivitesi
ile de H,0, iiretilmektedir. Olusturulan bu peroksitler daha sonra katalaz ve GPx enzimlerinin katalitik

aktiviteleri ile yikilmaktadirlar (69).

1.5.1.2. Paraoksonaz (Arildialkil Fosfataz; E.C.3.1.8.1) Enzimi

Paraoksonaz (PON), 1953 yilinda Aldridge tarafindan kesfedilerek enzim
siniflamasina dahil edilmistir. Hem arilesteraz, hem de paraoksonaz aktivitesine
sahip olan bu enzim, karacigerde sentezlenen, organik fosforlu bir insektisit ve
parationun aktif metaboliti olan paraoksonu hidroliz etme yetenegine sahip bir serum
ester hidrolazdir (112, 150, 167). Paraokson, PONZ1’in Kkataliz etkisi ile dietil fosfat
ve p-nitrofenol bilesiklerine ayrigtirilir (Sekil 1.12.1). Enzim, paration disinda
diizopropil florofosfat gibi organik fosforlu insektisitlerle ayn1 kimyasal gruptan olan
sarin, tabun gibi sinir gazlarinin, ¢esitli karbamatlarin ve birgok aromatik karboksilik
asit esterinin hidrolizini de katalize etmektedir. PONI1, hiicre membranmin dis
ylizeyinde bulunmakta olup lipoproteinler vasitasiyla HDL’ye baglanmaktadir (167,
183).
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Paraokson Dietil fosfat p-nitrofenol

Sekil 1.5.1.2.1. PON1’in etkisi ile paraoksonun hidrolizi

Agirliginin % 15°ni olusturan karbonhidrat tiniteleri, 4 farkli konumda proteine baglh
olarak bulunmaktadir. PON1’in amino asit bilesimi incelendiginde, 18sin iceriginin
yiiksek olmasina karsilik, kringle yapisina sahip olacak kadar sistein icermemektedir.
Bununla beraber, 42, 284 ve 353. konumlarda yer alan sisteinin, PON1’in yapisal ve
fonksiyonel ozelliklerine katkida bulundugu bildirilmektedir (203). Disiilfid bag,
polipeptid zincirinin halkasal yapida olmasini saglamaktadir (155, 193). Paraoksonaz
(arildialkil fosfataz, E.C.3.1.8.1) ve arilesteraz (ARE, E.C.3.1.1.2) her ne kadar iKki
ayr1 enzim olarak algilanmakta ise de, yapilan ¢aligmalarla sonucu insan serumunda
tek gen Urtnd enzimin hem PON hem de arilesteraz aktivitesine sahip oldugu tespit
edilmistir (35, 155). PON1’in bir pestisit olan paraokson gibi organofosfath
bilesiklerin detoksifikasyonuna katilmak ve ayrica lipid peroksitleri hidrolize ederek
LDL’yi oksidasyondan korumak seklinde baslica iki fonksiyonu bulunmaktadir
(156). PON1’in lipid peroksitlerin yani sira hidrojen peroksit iizerine de etkili olup
peroksidaz benzeri aktiviteye de sahip oldugu ileri siiriilmektedir. Ayrica
lipopolisakkarit inaktivasyonu yoluyla bakteriyel endotoksinlere karsi koruma
saglamaktadir (79, 167). PON1’in LDL’in oksidasyonunu onleyerek oksi-LDL
olusumunu azaltmasi ve HDL’deki apo A-1 ile olan iligkisine bagli olarak koroner
arter hastaliklarinda énemli bir koruyucu etkisi oldugu belirtilmektedir (20). Alkolik
karaciger hastaliginda prognostik bir belirteg olarak dnerilmektedir (191).
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1.5.1.2.1. PONTI’in Yapisi ve Ozellikleri

Insan serum paraoksonazi (PON1), 43 kDa molekiil agirliginda 354 aminoasitlik bir
protein olup, fiziksel olarak HDL ile baglantilidir (167). Insanlarda ve farelerde aym
kromozom {izerinde, birbirine komsu ii¢ ayr1t PON geni (PON1, PON2, PON3)
bulunmaktadir. PON1, PON2 ve PON3 genlerinin proteinleri, aminoasit dizilimi
acisindan birbiriyle yaklasik olarak % 53 oraninda homolog 6zellik gostermektedir.
PONI1’in 106. kodonunda lizin bulunurken, PON2 ve PON3’te lizin
bulunmamaktadir. Her {i¢ enzimin dokulardaki dagilimlari birbirinden farklilik
gostermektedir. PON1 ve PON3 karaciger ve plazmada bulunurken, PON2 karaciger,
bobrek, kalp, beyin, testis dokularinin endotel tabakasinda ve aortik diiz kas
hiicrelerinde yer almaktadir (196). PON1, hidrofobik N-terminal bolgesi araciligiyla
HDL-lipidlerine baglanabilmektedir. PON1’i baglayan baslica HDL alt birimi
apolipoprotein A-1 olarak adlandirilmakta olup, HDL’yi etkileyen metabolik
degisiklikler PON aktivitesini de etkilemektedir (155).

1.5.1.2.2. PONL1 ve Oksidan Durum

PONVI’in yapisinda bulunan ii¢ sistein amino asitinden 284. pozisyondaki sistein
serbest halde iken, 42.ve 353. (Cys 42-353) sistein amino asitleri arasinda disulfit
bagi bulunmaktadir. Serbest haldeki sistein amino asidi, substratin taninmasi ve
baglanmasi i¢in gerekli olup, tiyol grubu tasiyan 284. pozisyondaki sistein amino
asitinin LDL’yi oksidasyondan korumada onemli bir fonksiyona sahip oldugu
bildirilmektedir (12, 203). Enzimin aktivitesi siilfidril bilesikleri ile inhibe olurken,
sistein ile bu inhibisyon ortadan kaldirilabilmekte ve PONZL’in antioksidan

kapasitesinin serbest tiyol gruplariyla orantili oldugu ileri siiriilmektedir (107).

Flavonoid, kuersetin ve glabridin gibi antioksidan 6zelliklere sahip maddelerin LDL
oksidasyonunu onledigi, okside LDL komponentlerinin (arilesteraz aragidonat ve
okside 1-palmitoil-2-arasidonoil-sn-fosfatidilkolin  (ox-PAPC) vb.) ise PON1
aktivitesini azalltig1 ileri surlmektedir (192). HDL’nin okside olmasi sonucu
PONT’in paraoksonaz aktivitesinde hizli bir sekilde azalma olmaktadir (107, 192).

PON1’in paraoksonaz aktivetinde karsilasilan yiiksek orandaki azalmanin HDL’nin
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LDL’yi okside olmaktan koruma 0&zelliginin azalmasiyla pozitif korelasyon

gosterdigi belirtilmektedir (192).

Senti ve ark. (206) metabolik sendromlu hastalarin serumlarinda yaptiklari bir
calismada; saglikli bireylerin serum PON aktivitelerinin hastalara gdére anlaml
derece diisiik, MDA diizeylerinin ise anlamli derecede yiiksek oldugunu tespit
etmislerdir. Calismanin sonucunda azalan PON aktivitesinin artan oksidatif stresten
kaynaklanabilecegini ileri siirmiislerdir. Yine yapilan baska bir calismada; fiziksel
travmalardan sonra serum PON aktivitesinin azaldigi, MDA diizeylerinin ise artis
gosterdigi bildirilmektedir (250). Sigara icimi ile PON aktivitesi arasindaki iliskinin
arastirildigr diger bir c¢alismada ise asir1 sigara icen bireylerde serum PON

aktivitesinin diistiigii tespit edilmistir (93).

1.5.1.3. Ellagik Asit (EA)

Ellagik asit (2,3,7,8-tetrahidroksi[1]benzopirano[5,4,3-cde][1]benzopiran-5,10-dion)
daha ¢ok miktarda cilek, ahududu, ceviz ve Gzim gibi meyvelerde bulunan bitki
kaynakli bir polifenolik asit molekiiliidiir. Tanenlerin (pirogallik tanenler) hidrolizi
ve hidroksibenzoik asitlerin dimerik kondenzasyonu sonucu olugmaktadir (Sekil
1.9.1) (94, 195). EA’nin yapisinda bulunan hidroksil gruplarinin, antioksidan
aktiviteyi artirdig1 icin hiicreleri oksidatif hasara karsi korumada etkili olabilecegi
belirtilmektedir (184). EA’nin canli organizma igin karakteristik etkileri, saf halde
iken suda az ¢oziinmesi, fizyolojik pH’da daha az ¢oziinen bilesiklere donligmesi ve
ayn1 zamanda intestinal epitele baglanma kapasitesi ile iliskilendirilmektedir. Ayrica,
EA’nin intestinal mikroflora tarafindan biyotransformasyonu sonucu iiriner
metabolitleri ‘Urolitinler’ ortaya ¢ikmakta olup, EA ve Urolitinler, absorbsiyonu
takiben konjugasyona ugramaktadir. Bu bilesiklerin idrar ve plazmada metil,
glukuronil ve silfat gruplar ile konjuge formlarinin bulundugu tespit edilmistir
(205).

Bitkilerin ikincil metabolizma drinleri olan ve bir veya daha fazla hidroksil grubu
iceren aromatik yapilar fenolik bilesikler olarak adlandirilmaktadir (94, 199). Bu

bilesiklerin, bitkilerin kendilerini bazi1 zararlilara karst korumada Onemli
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fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Ayrica birgok bitki tiirii (nar, bogiirtlen, yaban mersini,
cilek vb.) igerdikleri fenolik bilesikler ve bu bilesiklere bagh olarak sahip olduklari
antioksidatif 6zelliklerden dolay1 fonksiyonel gidalar olarak degerlendirilmektedir.
Bitkisel materyallerde bulunan fenolik bilesikler; fenolik asitler ve flavonoidler
olarak iki gruba ayrilirlar. Bu gruplardan fenolik asitler grubuna dahil ve
hidroksibenzoik asit tlrevi olan EA’nin, antioksidan (195), antiinflamatuar (102),
antifibrosis (227) ve antikanserojenik (177) etkiler gibi édnemli biyolojik aktivitelere
sahip oldugu ifade edilmektedir. EA’nin serbest radikal stiplriicu aktivite igin ideal
bir kimyasal yapiya sahip olabilecegi, in vitro olarak E ve C vitamininden daha etkin
bir antioksidan 6zellik gosterebilecegi bildirilmektedir (184, 199).

Ellagik asitin kanserojenik bir madde olan benzo[a]piren’e karsi antimutajenik ve
antikanserojenik etkiye sahip oldugu ve potansiyel bir ¢evresel kanserojen olan
nitrozodietilamine maruz kalmis farelerdeki akciger neoplazisine karsi timor
inhibitorii olarak fonksiyon yaptigi da belirtilmistir (130). Fenolik bilesikler ve de
EA, Ozellikle 3',4'-O-dihidroksi gruplarmm LDL gibi lipoprotein oksidasyonuna
kars1 en etkili antoksidanlardandir (168). Oral bakteriler tizerine EA’nin etkisinin
arastirildig bir ¢alismada, EA’nin oral patojenlere karsi dnemli koruyucu aktiviteler
gosterdigi belirtilmektedir (151). EA’nin pankreatik fibrozis Uzerine etkilerinin
arastirildigr bir ¢alismada ise doniistiiriicti biiytime faktorii (TGF-B1) veya trombosit
kaynakl1 biiytime faktoriiniin metabolizmasi sirasinda pankreatik satellit hiicrelerinde

serbest radikal olsumunun &nlenebildigi bildirilmektedir (221).
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——
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Hidrolaz

Ellagik asit

Sekil 1.5.1.3.1. EA’nin sentezi ve kimyasal yapis1 (94)

Kronik florozis’te lipid peroksidasyonu diizeylerinin artmasi ve antioksidatif etkilere
sahip olan GSHPx, CAT ve SOD gibi enzim aktivitelerinin azalmasi flor’un oksidan
ve antioksidan dengesi iizerinde zararli etkileri oldugunu gostermektedir (141, 208,
212). EA’nm in vivo ve in vitro antioksidatif etkilere sahip oldugu bildirilmektedir
(105, 217). EA alkol veya agir metaller ile deneysel oksidatif stres olusturulmus
sigcanlarda MDA diizeylerini azaltirken, GSHPx, CAT ve SOD gibi antioksidan
enzimler ile redikte GSH seviyelerini artirdigi ve ayrica lipid peroksidasyonuna
karst kullanilabilecegi belirtilmektedir (63, 182). Flor’un oksidan ve antioksidan
dengesi Uzerindeki zararli etkilerini engellemek amaciyla EA kullanilmasinin
dogrudan yararli olabilecegini ortaya koyan her hangi bir c¢alismaya
rastlanamamaktadir. Ancak, yapilan g¢alismalarda deneysel florozis olusturulmus
hayvanlarda MDA duzeylerindeki artis ve antioksidan dlzeylerindeki azalislarin

EA’nin da dahil oldugu bir grup olan fenolik asitler bakimindan zengin bitki besin
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maddelerinin tiiketilmesi ile Onlenebilecegi rapor edilmektedir (98, 118). Dis
cliriimelerini 6nlemek i¢in kullanilan floridlerden dolayi ortaya ¢ikan dis lekelenmesi
ve flor’un yan etkilerinin dnlenmesi igin EA’nin yararli olabilecegi diisiincesi ileri
strtlmektedir (151).

1.6. Sialik Asit (SA)

SA’lar, birinci karbon atomunda karboksil grubu bulunduran, dokuz karbonlu bir
karbon iskeleti yapisina sahip ve organizmada 40’tan fazla sayida bulunan tiirev
monosakkarit grubudur (88, 120, 228, 236). Blix tarafindan 1936’da submaksillar
musininden, 1935-1939 yillarinda ise sinir dokusu glikolipidlerinden (Klenk
tarafindan) elde edilmistir (88). SA’lar a-2,3 veya a-2,6 bagi ile Galaktoza (Gal), a-
2,6 bag ile N-asetilglikozamine (GIcNACc) ve N-asetilgalaktozamine (GalNAc) ve a-
2,8 bagi ile diger bir SA’ya baglanirlar (32, 235).

Yapisinda SA bulunduran glukokonjugatlar, karbonhidratlarin protein ve lipidlere
kovalent baglar ile baglanmasi sonucu olusan hibrit molekiillerdir (117). Bu
molekdller glikoprotein, proteoglikan ve glikolipidler olarak adlandirilan ti¢ 6nemli
baglik halinde siniflandirilabilir (88, 228). Hicre ve dokularda bulunduklari yerler
acisindan farkliliklar géstermektedirler. Hiicre icinde sitoplazmada, organellerde ve
hiicreler aras1 alanlarda bulunabilirler. immiinoglobulinler, tasima proteinleri, yapisal
proteinler, hormonlar, hicre tutunma molekilleri, toksinler ve lektinler gibi
makromolekullerin  énemli bir kismimi glukokonjugatlar olusturmaktadir (235).
Embriyonik gelisim, metastaz, hiicre taninmasi1 ve enfeksiyon bolgelerine kan
hicrelerinin go¢ etmesi gibi durumlarda karbonhidratlarin konjugat yapisindan
dolay1 molekiiller ve hiicreler arasi taninmayi saglayici etkileri bulunmaktadir. Bir
karbonhidrat reseptoriiniin diger bir karbonhidrati maskelemesi ile tanima
mekanizmas1 Onlenebilir. Karbonhidratlarin  hiicre ylzeylerinde 0zel tabaka
olusturma, koruyucu ve saglamlastirict fonksiyonlari da dnemlidir. Farklilasmis ve
farklilasmamig hiicreler arasindaki farki, zar yiizeylerinde bulunan glikolipit,
glikoprotein ve proteoglikanlarin veya kisaca glikokonjugatlardaki karbonhidrat

birimleri ve iizerinde tasidiklart ek gruplarin (substutientler) belirledigi
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kaydedilmektedir (117, 235). Glukokonjugatlarin oligosakkarit yan zincirlerinde
rediikte olmayan terminal kisim komponentleri olarak bulunan ve karbonhidrat
tirevlerinden olan SA’larin hiicre ve hiicreler arasi alan iliskilerinde sinyal iletimi,

tanima ve tutunma gibi ¢ok sayida fonksiyonu bulunmaktadir (88, 228).

SA’larin dokulardaki dogal dagilimlarini etkileyen en 6nemli faktor 4., 5., 7., 8. ve 9.
karbon atomlarinin siibstitlisyon yetenegi ile anomerik baglanma ozelliklerindeki
cesitliliktir. SA’larin timu 9 karbon iskeletine sahip olan tek bir konfigirasyonda
gosterilmektedir. Karbon atomlar1 ile degisken gruplarin (R) pozisyonu
varyasyonlarin kaynagini olusturmaktadir. SA varyasyonlar1 i¢in Onemli yapisal
Ozellikler Sekil 1.10.1.1°de gosterilmistir (42, 235). SA’larin bu yapisal 6zellikleri ve
glukokonjugatlarin yapisinin énemli bir kismini olusturmasi nedeni ile glikobiyoloji

bakimindan 6nemli yerleri bulunmaktadir (88).

Sekil 1.6.1. SA varyasyonlari i¢in 6nemli yapisal 6zellikler (235): R1: S4’larmn fizyolojik
pH’da ¢oziiniirliigii ve negatif yiikiinden sorumlu, R2: Gal(3/4/6), GalNAc(6), GIcNAc(4/6), sialik asit (8/9)
veya 5-O-Neu5Gc ‘un baglanmasindan, R4: Asetil, fukoz veya galaktozun baglanmasindan, R5: Amino, N-asetil,
N-glikolil, hidroksil, N-asetimidoil, N-glikolil-O-asetil, N-glikolil-O-metil veya N-glikolil-O-2-Neu5Gc’un
baglanmasindan, R7: Asetil, amino veya N-asetil grubu ile yer degistirme, R8: Asetil, metil, sllfat, SA veya
glukozun baglanmasindan, R9: H ile OH’in yer degisimi ve asetil, laktil, fosfat, sulfat ve SA4’larin

baglanmasindan sorumludur.

Memelilerde en ¢ok bulunan SA tirevlerinin N-asetil néraminik asit (NeubAc) ve N-
glikolil noraminik asit (Neu5Gc) oldugu bildirilmektedir (42, 235). SA’lar,
insanlarda glukozaminlerden sentezlenmekte olup, sitidin mono fosfat (CMP)
tirevine doniismektedir. Bu {iriin de oligosakkaritler ve polisakkaritler ile tepkimeye

girerek SA kaynagi olarak goérev almaktadir. Sialil tranferaz enzimi araciligiyla SA,
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CMP turevinden glikoprotein zincirinin terminal glukozuna baglanmaktadir (228).
SA’larin 1. karbon atomunda karboksil grubu bulunmasi fizyolojik kosullar altinda
molekiile negatif yiik kazandirmakta olup, bu 6zelliginden dolay1 molekil, kuvvetli
organik asit 6zelligi tasimaktadir. Tasidiklar: negatif elektrik yik, pozitif yukli iyon
veya molekiillerin baglanmasi ve transportunda oldugu kadar hiicreler ve molekuller
aras1 ¢ekme ve itme olayinda da énemli rol oynamaktadir. Bagisiklik, homeostazis
ve inflamasyon gibi farkli tip hicresel etkilesimlerin gergeklesmesinde, SA’larin
tasidiklart OH, COOH ve N-asetil gruplar1 6nemlidir (42, 228, 236).

SA’larin % 10-15’lik kismu lipidlere, % 85-90°1ik kismui ise a ve B-globilinlere baglh
olarak bulunmaktadir. Lipidlere bagli SA’lar, lipid-bagli SA (LSA veya LBSA),
proteinlere baglit SA’lar ise protein bagl sialik asit (PSA) olarak adlandirilmaktadir.
Total sialik asitler (TSA) ise PSA ve LSA fraksiyonlarindan olusmaktadir (252).
Lipide bagl fraksiyonu olusturan baslica lipoproteinler; VLDL (¢ok diisiik dansiteli
lipoprotein), LDL(diisiik dansiteli lipoprotein), HDL (yliksek dansiteli lipoprotein)
ve lipoprotein (a) [Lp (a)]’dir. SA’nin proteine bagli fraksiyonunun &nemli bir
kismini ise akut faz proteinleri olusturmaktadir. SA bakimindan fakir olan LDL’nin
hiicre i¢i lipid birikimine neden olabilecegi 6ngoriilmektedir (171). Yine yapilarinda
SA bulunan dentin glikoproteinleri ve osteoprotegerin gibi bazi glikoproteinler dis ve
kemiklerde biyolojik olarak meydana gelen kalsifikasyonlarda 6nemli fonksiyonlara
sahiptir (97, 142). SA’lar, glikoprotein seviyelerinin belirlenmesinde bir belirte¢
olarak degerlendirilmektedir (51, 106, 209). SA konsantrasyonunun kardiyovaskdler
(207), kanser (137), diyabet (51), kronik glomerulonefritis ve renal bozukluklara
bagl hastaliklarda (106) artis gosterdigi kaydedilmektedir. Hiicre zarinda SA
bulunduran ve seramite baglanan glikolipidler, glikosfingolipidler olarak
adlandirilmaktadir (31). Gangliozit olarak da adlandirilan glikosfingolipidler
cogunlukla sinir dokusundan izole edilmis olup, ¢esitli yasamsal siireclerde reseptOr
fonksiyonlarma sahiptir (248). Fibrinojen, haptoglobulin, seruloplazmin, «ol-
antitripsin ve transferrin gibi kan plazmasi proteinleri ile eritrosit, 16kosit, trombosit

ve membran glikoproteinlerinin yapisinda da SA bulunmaktadir (178).
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1.6.1. Florozis ve Sialik Asit

Florozis’in goriildigi canlilarda SA diizeylerinin azaldigi bildirilmektedir (46, 58,
91, 110). Ancak, florozis ve SA metabolizmasi arasinda bulunan mekanizmalar
hakkinda yeterli bilgiye rastlanamamaktadir. Hem insanlarda hem de hayvanlarda
florozis’in erken tamisinda dolasimdaki serum SA dizeylerinin 6nemli oldugu
belirtilmektedir (110). Endemik florozis’li bireylerin serum SA duzeylerinin
florozis’li olmayan bireylere gore azaldigi rapor edilmektedir (91). Asir1 flor iyonu
maruziyetinde, kollajen ve kemik matriksinde yapisal olarak bulunan
glikozaminoglikanlar ile hidroksiprolinlerin idrar yolu ile atilimi ve SA/glikozamin

oraninin osteoflorosis tanisinda énemli oldugu kaydedilmektedir (111, 213).

1.7. Plazma Lipidleri

Lipidler plazmada kolesterol, triacilgliserol, fosfolipid ve serbest yag asitleri halinde
bulunmaktadir. Kolesterol, organizmada bulunan temel steroldiir. Triacilgliseroller,
bir gliserol molekiilii ile ili¢ yag asidi molekiiliiniin ester bagi ile birlesmesi sonucu
meydana gelmektedir. Fosfolipidler, bir gliserol molekultnun Gg hidroksil grubundan
ikisinin yag asitleriyle, digerinin ise fosforik asit ile esterlesmesiyle olusmaktadir.
Serbest yag asitleri plazmada albliminlere bagli olarak bulunmaktadir. Trigliseridler

depo yaglarimnin biiyiik bir kismini olusturmaktadir (40).

Lipidler suda ¢o6ziinmediklerinden plazmada taginmalart igin hidrofilik yapida
protein tasiyicilara gereksinim duymaktadirlar. Apoprotein veya apolipoprotein adi
verilen bu proteinler ile lipidlerin olusturdugu komplekslere lipoproteinler
denilmektedir. Lipoproteinlerin dis kisminda apolipoproteinler, serbest kolesterol ve
fosfolipidler gibi amfipatik lipidler bulunurken, hidrofobik yapidaki ¢ekirdek
bolimiinde nonpolar kolesterol esterleri ve triagilgliseroller bulunmaktadir (24).
Apoproteinler lipoproteinlerin sudaki ¢oziintirligiinii saglarken, lipoproteinlerin
hiicrelerdeki reseptorler tarafindan taninmasimi ve bu nedenle lipoproteinlerin
reseptor bagimli endositoz ile hiicre igine alinmasinida kolaylastirmaktadir (24, 40).
Ultrasantrifiigasyonda lipoproteinlerden bilyik ve hafif olanlar iistte, kii¢iik ve agir

olanlar1 ise alt kistmda birikmelerine gore bes sinifa ayrilmaktadirlar. Bunlar;
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silomikronlar (SM), VLDL, orta dansiteli lipoproteinler (IDL), LDL ile HDL dir (30,
162). Lipoproteinlere bagl plazma lipidlerinin eksojen ve endojen tasinmasi Sekil
1.7.1°de 6zetlenmistir (254).

Lipidlerin eksojen tasinmasi, bagirsaklar tarafindan absorbe edilen lipidlerden
silomikronlarin sentezini kapsamaktadir. Kan dolagimina karisan silomikronlar,
lipoprotein lipaz etkisiyle lipoliz reaksiyonlar1 sonucunda silomikron kalintilarina
doniistiiriilmektedir. Silomikron kalintilar1 biiyiik oranda karaciger tarafindan kan
dolagimindan uzaklastirilmaktadir. Bir kisim silomikron da periferal dokular (kemik
iligi, arterler, bobrekiistii bezi vb.) tarafindan tutulmaktadir. Lipidlerin endojen
olarak taginmasi ise lipoprotein lipaz tarafindan VLDL kalintilar1 (IDL) ve LDL’ye
doniistiiriilen VLDL sentezi ile baglamaktadir. VLDL kalintilar1 karaciger tarafindan
uzaklastirilirken, LDL’ler steroidojenik dokular ve kolesterol gereksinimi olan
dokular tarafindan kullanilmakta olup, kalan LDL kismi yine karaciger tarafindan
uzaklagtirilmaktadir. HDL’ler hem karaciger hem de bagirsaklar tarafindan
tretilmektedir. Yine fazla miktarda bulunan silomikron ve VLDL’lerden de

sentezlenmektedir (254).
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Sekil 1.7.1. Plazma lipidlerinin eksojen ve endojen taginmasi

1.7.1. Trigliserid

Canli organizmalarda noétral yaglarin  biiylik  bir  kismini  trigliseridler
olusturmaktadir. Bir molekiil gliserol ile {i¢ molekiil yag asidinin esterlesmesi ile
olusan trigliseridlerdeki yag asitlerinin hepsi ayni ise bunlara basit, farkli ise
karigik trigliseridler ad1 verilmektedir. Dogal yaglarda Ki basit trigliseridlerin orani
disiiktiir (163). Erime noktalar igerdikleri yag asitlerine bagli olup, yag asitlerinin
doymamislik sayisinin artmasi ile azalmaktadir. Isimlendirilmeleri ise yag
asitlerine ve esterlestikleri gliseroldeki karbon atomu numarasina gore

yapilmaktadir. (127).

1.7.2. Kolesterol

Kolesterol amfipatik bir lipid olup, membranlarin ve plazma lipoproteinlerinin dig

katmaninin 6nemli bir yap1 tasidir. Lipoproteinler, plazmadaki serbest kolesteroli
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tasimaktadir. Kolesteril esteri, birgcok dokuda bulunan kolesteroliin depo seklidir.
Kolesterol esterleri tiim kolesteroliin yaklasik tigte ikisini olusturmakta olup,
plazmada, aterom plaklarinda, bobrekiistii bezinin korteksinde, karaciger ve ince
barsakta fazla miktarlarda bulunmaktadir. Karacigerde iiretilen kolesterol
lipoproteinlerin yapisina girerek plazmaya gecebilecegi gibi dogrudan kolesterol
olarak veya safra asitlerine dontiserek safraya da gecebilmektedir. Kolesteroliin
patolojik olaylardaki esas rolii, arterlerdeki ateroskleroz olusumuna etmen olarak
serebrovaskiiler, koroner ve periferik damar hastaliklarina yol agmasidir. Koroner

ateroskleroz, plazma LDL/HDL kolesterol oraninin yiiksekligi ile iligkilidir (162).

1.7.3. Lipoproteinler

Lipoproteinler, makromolekiiler yapida dis yiizeyleri hidrofilik, i¢ kisimlari ise
hidrofobik olan bilesiklerdir. I¢ kisimlar1 genel olarak trigliserid ve kolesterol
esterleri, amfipatik molekiillerden olusan yiizey kisimlari ise kolesterol, fosfolipid ve
apolipoproteinlerden ~ olugmaktadir.  Lipoproteinlerin ~ yapisinda  bulunan
apolipoproteinler, lipidlerin  tasinmasi ve hiicresel reseptorlere baglanma
fonksiyonunu yapmaktadir (40, 162). Apolipoproteinler, protein, polipeptid ve
glikoprotein yapisinda molkdllerdir. ApoB (apolipoprotein B)’nin % 5’i karbonhidrat

yapisinda olup, mannoz, fukoz, galaktoz, glukozamin ve SA bulundurmaktadir (40). ,

a-Silomikronlar

Silomikronlar bagirsak hiicreleri tarafindan sentezlenip salinan en biiyiik molekiiler
yapiya sahip lipoproteinlerdir. SM’nin yapisinin % 98’1 lipid, % 2’si ise protein’dir
(176). Yiiksek oranda lipid bulundurmalart nedeniyle tiim lipoproteinler i¢inde en
diisiik dansiteye sahiptirler. Besinsel kaynakli triagilgliserollerin kas ve yag
dokusuna tasinmasini ve ayrica diyet ile alinan kolesteroliin karacigere
ulastirilmasinda énemlidirler. SM’nin lipid igeriginin en biiyiik kismini trigliseridler

olusturmaktadir (162, 176).



38

b- Cok Diisiik Dansiteli Lipoproteinler

Cok diisiik dansiteli lipoproteinlerin asil kaynagi karaciger olup, yaklasik % 15 veya
daha az oranda da bagirsakta sentezlenmektedirler (40). Yapisinda yaklasik olarak %
92 lipid ve % 8 oraninda protein bulunmaktadir (176). Besinler ile alinan veya lipoliz
ile aciga c¢ikan yag asitleri ve karbonhidratlar karacigerde triagilgliserollere
doniistiiriilerek VLDL’nin yapisina katildiktan sonra dolasima verilmektedir (24).
VLDL’de bulunan trigliseridler, endotelde bulunan lipoprotein lipaz enzimi
tarafindan hidrolize ugradiktan sonra aciga c¢ikan yag asitleri kas ve yag dokusu
tarafindan kullanilmaktadir (30, 40). Yag asitleri adipositlerde esterleserek
trigliseridlere ~ doniistiiriiliirken, kas dokusunda oksidasyona ugramaktadir.
Trigliseridlerin azalmasi ve apo C’nin HDL’ye taginmasi sebebi ile VLDL, IDL’ye
doniismektedir (30, 83).

c- Ara Dansiteli Lipoproteinler

Cok diisiik dansiteli lipoproteinlerin triacilgliserollerini ve apo C’yi kaybetmesi ile
kisa 6miirlii IDL partikiilleri olusmaktadir. IDL yaklasik olarak esit oranda kolesterol
ve trigliserid icermektedir. IDL’deki baglica apolipoproteinler apo B-100 ve apo
E’dir (162, 176). IDL’lerin biiyiik bir kismi hepatik lipaz ve lipoprotein lipaz
tarafindan katabolize edilmektedir. IDL’den trigliseridler ve apo E kisminin
uzaklagtirilmasi ile LDL olusmaktadir. Bu doniisiim sirasinda IDL partikiilii apo B-
100 disindaki tiim apolipoproteinlerini kaybetmektedir. Kiigiik bir kismi ise karaciger
tarafindan tutulmaktadir. IDL’nin hepatositler tarafindan alinmas1 apo B-100 ve apo
E apolipoproteinlerinin LDL reseptorii tarafindan tanimmasi sonucu meydana

gelmektedir (24).
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d- Diisiik Dansiteli Lipoproteinler

Diisiik dansiteli lipoproteinler, % 80 lipid ile % 20 proteinden olusmaktadir. LDL’nin
protein igeriginin artmasi sonucu partikiil ¢cap1 kiigiilmekte (22-28.5 nm) ve dansitesi
ise artmaktadir (83, 176). Lipid igeriginin % 47’sini Kolesterol, % 23’(nu fosfolipid
ve % 9’unu trigliseridler olusturmaktadir. Kolesterol igerigi en yiiksek lipoprotein
olup baslica apolipoproteini apo B-100"dir. LDL apo B-100, total plazma apo B-
100’Unun % 90-95’ini olusturmaktadir (176). Her LDL partik(lu bir molekdl apo B-
100 bulundurmaktadir (34). LDL’nin yapisinda bulunan apo B-100’Un tamamen
VLDL kaynakli oldugu kaydedilmektedir (176).

Viicutta bulunan kolesteroliin yaklasik yarisi karaciger ve barsaklar tarafindan
sentezlenirken, kalan1 ise diyet ile alinmaktadir (162, 176). Diyet ile alinan
kolesterol, karacigere silomikron kalintilari halinde gelmektedir. Karaciger
tarafindan sentezlenen kolesteroliin ekstrahepatik dokulara tasinmasi i¢in VLDL nin
yapisina katilmasi gerekmektedir. VLDL, oncelikle IDL’ye, daha sonra ise LDL’ye
doniistiiriilmektedir. Apo C-II ve apo E’nin VLDL kalintilar1 ve IDL’den HDL’ye
transfer edilmesi sonucu olusan LDL’nin hemen hemen tamami apo B-100
bulundurmaktadir (30). LDL tiim dokulara kolesterolii tasiyan temel lipoproteindir
(24, 40, 176). VLDL’nin 6nce IDL’ye sonra LDL’ye doniismesiyle partikiiliin
plazmada kalma siiresi birkac saatten 60 saate kadar ¢ikmaktadir. Uzun Omiirlii bir
partikiil olmas1 LDL’nin dokular i¢in kolesterol kaynagi olarak fonksiyon yapmasini
saglamaktadir (24). LDL, hiicre igerisine reseptor aracili endositoz ile alinmaktadir
(24, 40). LDL reseptorleri hiicre membraninin sitozolik kisminda klatrin adli
proteinle kapli ceplerde bulunmaktadir (40). LDL reseptorii, glikoprotein yapisinda
olup negatif yikli ve sisteince zengin kisimlar1 apo B-100’deki pozitif yikli arginin
ve lizin amino asitleri ile etkilesmektedir (24). Endozomlar igerisine alinan LDL
partikiilii, lizozomlar ile birleserek partikiiliin apolipoprotein fraksiyonu yikima
ugratilmaktadir. Meydana gelen Kkolesterol esterleri bir asit lipaz tarafindan hidroliz
edilmekte ve olusan serbest kolesterol ya hiicre membrani yapisinda veya steroide
gereksinim olan reaksiyonlarda kullanilmaktadir. Olusan kolesterol esterleri asiri
miktarda ise acil-CoA-kolesterol acil transferaz (ACAT) enzimi tarafindan tekrar

esterlestirilerek hiicre i¢inde depolanmaktadir. Ayrica, serbest kolesterol hidroksi
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metil glutaril koenzim A (HMG-CoA) rediiktaz enzimini baskilayarak kolesterol
sentezini inhibe etmektedir (24, 40, 176). LDL resept0rii yikima ugratilmadan tekrar

hiicre membraninda kullanilmak tizere tutulmaktadir (40, 83).

e- YUksek Dansiteli Lipoproteinler

Molekiiler yapis1 bakimindan en kiigiik boyutlu ve protein igerigi bakimindan da en
yuksek oranda protein bulunduran bir lipoproteindir. HDL’nin yogunlugu 1.063-
1.210 g/ml, cap1 ise 7.5-12 nm arasindadir. HDL kiitlesinin yaklasik % 50’si protein,
% 30’u fosfolipid, % 20’si kolesterolden olusmaktadir (146, 176). Trigliserid icerigi
en az olan lipoprotein olup, HDL’nin baslica apolipoproteinleri apo A-I ve A-I1"dir
(146, 149, 176). Apolipoproteinlerinden apo A-I yaklasik olarak % 65 oraninda
bulunmakta olup, HDL ile iliskili PON enzimi esas olarak apo A-l ve apo J
(klusterin)’ye baglanmaktadir (149, 155). Kolesterol ve kolesterol esterlerini
periferal dokulardan karacigere tasirlar (179). HDL periferal hicrelerden
kolesteroliin taginmasini saglamakla birlikte kendisine bagli paraoksonaz (PON) ve
lesitin kolesterol acil transferaz (LCAT) gibi enzimler ile LDL’nin oksidasyonunu
Onlemektedir (167). LCAT, lesitinden bir yag asiti transfer ederek bu yag asitini
serbest kolesterol ile esterlestirmektedir. Esterlesme sonrasi, kolesterol esterleri HDL
partikiiliiniin hidrofob yapida c¢ekirdek kisminda tutulur ve bu sekilde hiicre
membranlar1 ile HDL arasinda serbest kolesterol i¢in bir konsantrasyon gradiyenti
meydana getirilmis olmaktadir. HDL hiicre membranlarindan serbest kolesterolii
aldikca kiiresel yapida kiiglik ve yogun olan HDL3’e doniismektedir (24, 83). HDL 3
partikilleri hiicre yilizeyinden serbest kolesterolii alirken, ayrica silomikronlar ve
VLDL’nin hidrolizi sonucu agiga c¢ikan serbest kolesterol, fosfolipidler ve
apolipoproteinler de HDL’ye transfer edilmektedir. Kolesterol esterleri bakimindan
daha zengin hale gelen HDL partikiili daha biiyiik ve daha az yogun HDL,
partikultne (dansite= 1.063-1.125 gr/ml) doniisiir. HDL; Apo E’nin taginmasini
saglayan partikiildiir (86).



41

1.7.4. Florozis ve Plazma Lipidleri

Farkli diizey ve siirelerle flora maruz birakilan hayvanlarda lipid metabolizmasi
etkilenmektedir. Ozellikle bobreklerde karsilasilan fonksiyon bozukluguna baglh
olarak flor’un plazmadaki yar1 6mrii uzayacagi igin diisiik diizeylerde flor alinsa da
kronik florozis olusmakta ve flor’un metabolik etkileri de artmaktadir (76). Pankreas
ve karaciger lipaz aktivitesi diizeyleri sodyum florid verilen hayvanlarda azalmakta
ve bu dizeyler flor maruziyetinin slresi ve dozu yukseltilince daha da fazla
azalabilmektedir (76, 255). Flor’un lipolitik sistemlerde yer alan birgok enzim igin
gucli bir inhibitor olmasina karsilik bu inhibe edici 6zelliginin adipoz dokudan izole
edilen lipoprotein lipaz enzimi {izerinde zayif kaldig1 da bildirilmektedir (202). Uzun
stire flor uygulamasinin rat karaciger lipid bilesimine etkisi ilizerine yapilan bir
calismada; yiikksek dozda flora bagli olarak diisik diizeylerde bulunan
fosfotidiletonolamin (PE), fosfotidilkolin (PC) ve fosfatidilserin (PS) nedeniyle total
fosfolipid diizeylerinin azaldig1 belirtilmektedir (241). Ayrica, florozis’li
hayvanlarda PE ve PC yag asidi diizeylerinin asirt doymamis yag asitleriyle uyumlu
bir sekilde azaldigi, doymus yag asiti diizeylerinin ise arttigi kaydedilmistir.
Florozis’li koyunlarda saglikli koyunlara gore, serum total kolesterol ve trigliserid
diizeylerinin farklilik gosterdigi bildirilmektedir (76). Uzun sireli flor maruziyeti
sonrasinda olusan hipotiroidiye bagli olarak total kolesterol, trigliserid, HDL, LDL
ve VLDL gibi plazma lipid diizeylerinin artmasi ve lipideminin olusmasina karsilik
kronik florozis’in lipid ve lipoprotein profilinde istatistiksel olarak onemli bir

degisiklige neden olmayacagi da ileri strtilmektedir (89, 180).
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

Bu calisma Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (KAU-
HADEK) Baskanligi’nin 07.04.2011 tarihli ve 2011/17 sayili izni ile yapilmustir.
Calismada her grupta 7 adet (30-41 g agirliginda) Swiss albino fare kullanild.
Farelerden 5 grup olusturularak 10 giin siire ile adaptasyonlar1 saglandi. Deneyde
kullanilan fareler, 18 + 2°C sicaklikta ve nemin % 60-65 arasinda kontrol altinda
tutuldugu, 12 saat 151k ve 12 saat karanlik dongiliniin saglandig1 sessiz bir odada
barindirildi. Deneklere 8 haftalik siirede her grup i¢in uygulanan islemler asagida
belirtildilmistir.

1. Kontrol Grubu (K): Normal diyet ve su ile 8 hafta beslendi.

2. Dimetilstlfoksit Grubu (DMSO): Subkutan (s.c., deri alt1) % 0.2°1lik DMSO
injeksiyonu 8 hafta uygulandi.

3. Ellagik Asit Grubu (EA): Deri altt 10 mg/kg/giin EA injeksiyonu 8 hafta
uygulandi.

4. Sodyum Florid Grubu (NaF): Oral (gavaj) olarak 25 ppm/fare/gin NaF 8
hafta uygulandi.

5. Ellagik Asit + Sodyum Florid Grubu (EA+NaF): Oral olarak 25
ppm/fare/giin NaF ve deri alt1 yolla 10 mg/kg/giin EA injeksiyonu 8 hafta
uygulandi.
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2.1.2. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Islenmesi

Son uygulamalardan 24 saat sonra, farelere servikal dislokasyon ydntemi
uygulanarak kan oOrnekleri heparinli tuplere intrakardiyak olarak alindi. Heparinli
tam kan drneklerinden GSH tayini igin bir miktar ayrildi. Kan drnekleri 3000 devirde
15 dakika santrifllj edilerek plazmalar1 elde edildi. Tam kan ve plazma 6rnekleri

analiz edilinceye kadar -20°C’de derin dondurucuda saklanda.

2.1.3. Doku Orneklerinin Alinmasi ve islenmesi

Son uygulamalardan 24 saat sonra servikal dislokasyon yontemiyle 6tenaziyi takiben
sistemik nekropsileri yapilan deneklerden histopatolojik incelemeler i¢in karaciger

ve bobrek doku 6rnekleri alinarak % 10’luk formaldehit soliisyonunda tespit edildi.

2.2. Metot
2.2.1. Kullanilan Arac ve Gerecler

2.2.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

5,5'-2-dithiobis nitrobenzoik asit (Sigma)
N-asetil néraminik asit (NANA) (Sigma)
Hidroklorik asit (Merck)

Sodyum florir (Sigma)

Paraokson (Supelco)

NaCl (Sigma)

n-Bitil asetat (Riedel de Haen)
Fosfotungistik asit (Merck)
Tiyobarbdtirik asit (Merck)

10. Bakur Siilfat (Merck)

11. Kloroform (Merck)

12. Rezorsinol (Merck)

13. n -Butanol (Merck)

14. Etilendiamin tetraasetik asit (Sigma)

© 0o N o g bk~ w DN PE
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15. 1,1,3,3-tetraetoksipropan (Merck)
16. Triklorasetik asit (Merck)

17. Metafosforik asit (Merck)

18. Glutatyon (Sigma)

19. Metanol (Merck)

20. Aseton (Merck)

2.2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Deiyonize su cihazi (Heidolpph, type-mono, Dest-3000)
Ayarlanabilir otomatik pipetler (Axygen 5-1000 pl)
Spektrofotometre (Microplate Reader, Epoch)
Spektrofotometre (Shimadzu UV-1201)

Sogutmali santrifiij (Heraeus christ)

Manyetik karistirici (Labinco-532)

Otoanalizor (HumaStar 600)

Su banyosu (SB100, Nive)

Buzdolabi (-20°C) (Bosch)

. Hassas terazi (Scaltec)

© 0 N o 0 bk~ w DN PE

N
= O

. pH metre (inoLab)
. Vorteks (Labinco)
. Etiv (Nuve)

[
w N

2.2.2. Analizlerde Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlamislar

1. % 2’lik stok rezorsinol ¢ozeltisi: 2 g rezorsin bir miktar distile su ile ¢ozilerek

hacim 100 ml’ye tamamlandi. (Bu ¢ozelti -18 °C’de 1 ay siire ile dayaniklidir)

2. Rezorsinol aywraci: % 2’lik stok rezorsinol ¢ozeltisinden 10 ml alinarak iizerine
9,75 ml distile su ve 0,25 ml 0,1 M CuSOQ, ilave edildi. Sonra % 37’lik HCI ile

hacim 100 mI’ye tamamlandi.

3. Triklorasetik asit (% 20): 20 g triklorasetik asit (TCA) alind1, bir miktar distile

suda ¢ozuldi ve hacim 100ml' ye tamamlandi.
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4. Tiyobarbutirik asit (% 0,67): 1,675 g tiyobarbiitirik asit alindi, bir miktar distile

suda ¢6ziildii ve hacim 250 ml'ye tamamlandi.

5. Coktlracu ¢ozelti: 1.67g metafosforik asit, 0,2 g etilendiamin tetraasetikasit
(EDTA) ve 30 g NaCl alinarak bir miktar distile suda ¢ozilerek hacmi 100 ml’ye

tamamlandi.

6. Fosfat ¢ozeltisi (0,3M Na,HPO,): 53,4 g Na,HPO42H,0 bir miktar distile suda

coziilerek hacim litreye tamamlanda.

7. DTNB c¢ozeltisi (Ellman’s ¢ozeltisi): 40 mg DTNB alindi ve % 1’lik sodyum

sitrat ¢ozeltisi ile hacim 100 m1’ye tamamlandi.

8. Sodyum sitrat ¢ozeltisi (% 1’lik): 1 g sodyum sitrat alinarak hacim 100 ml’ye

tamamlandi.

9. HCI c¢ozeltisi (0,1 M) (a): 10 mL 1 M HCI c¢ozeltisi distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

10. Tris c¢ozeltisi (0,1 M) (b): 1,21 g tris distile su ile cozilerek 100 mL’ye

tamamlandi.

11. Tris-HCI tamponu (20 mM, pH 8): 29 mL a c¢ozeltisi ile 50 mL b ¢ozeltisi

karigtirilarak pH’s1 8’e ayarlandi ve 100 mL’ye distile su ile tamamlandi.

12. Calisma aywrac1 [Ca Klorir (2 mM)-paraokson (2 mM)]: 29,4 mg kalsiyum
Klorir (CaCl,.2H,0) bir miktar tris-HCI tamponu ile ¢6ziildii ve bu karisima 1,5 mL
asetonda ¢Ozilen 44 ulL paraokson eklenerek tris-HCI tamponu ile 100 mL’ye

tamamlandi.

2.2.3. Analizlerde Kullanilan Metotlar

2.2.3.1. LSA Analizi

LSA tayini Katapodis ve ark.’nin (122) belirttigi metod ile yapildi. Deneyin prensibi;

lipid fazin ekstraksiyonundan sonra asidik ortamda serbest kalan SA’larin rezorsinol
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ayiraci ile mavi renkli kompleksler olusturmasi esasina dayanir. Olusan mavi rengin

optik dansitesi 580 nm dalga boyunda okunur.

LSA tayini igin 44.7 pl plazma ile 150 pl distile su 5 sn vorteks kullanilarak
karistirildi. Karigima buz tizerinde 3 ml kloroform-metanol (2:1 v/v) ilave edildi.
Vorteks ile 30 sn karistirdiktan sonra 0.5 ml bidistile soguk su ilave edildi ve oda
sicakhiginda 5 dk 2500 rpm’de santrifiij edildi. Ustteki siipernatantin 1 ml’si baska
bir tiipe aktarildi. Uzerine 50 pl fosfotungstik asit (1 g/ml) eklendi, 5 dk 2500 rpm’de
santrifij edildi ve siipernatant kismi aspire edildi. Daha sonra 1 ml distile su koyup
dipte kat1 partikiil kalmayincaya kadar karistirildi, rezorsinol ayiracindan 1 ml ilave
edildi. Tipler karistirilip, 15 dk kaynar su banyosunda, hemen ardindan da 10 dk su
ve buz banyosunda tutuldu. Buzlu soguk tiiplere 2 ml biitil asetat-bitil alkol (85:15
v/v) ilave edildi. Oda 1sisinda tiipler vorteks kullanilarak karistirildi. Daha sonra
2500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Mavi ekstraktin spektrofotometrede 580 nm’deki
optik dansitesi okundu. Numunelerin LSA diizeyi kalibrasyon egrisi yardimiyla

hesaplandi.

2.2.3.1.1. LSA i¢in Standart Egrisinin Hazirlamis1

Sentetik NANA’dan 10 mg alinarak 5 ml bidistile su i¢inde eritildi. Bundan 12.5-25-
50-75-100 mg/dl olacak sekilde g¢alisma standartlar1 hazirlandi. Hazirlanan bu
caligma standartlarinin absorbanslari okunarak SA’nin kalibrasyon egrisi hazirlandi

(Grafik 2.2.3.1.1.1).
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Grafik 2.2.3.1.1.1. SA kalibrasyon egrisi

2.2.3.2. MDA Analizi

Plazma MDA analizi Yoshioka ve ark.’nin (253) bildirdigi metoda gore yapildi.
Deneyin prensibi; MDA ve TBA’nin asidik ve sicak ortamda pembemsi renkte bir
kompleks olusturmalar1 esasina dayanmaktadir. Bu renkli kompleksin 535 nm’de

verdigi absorbans ile MDA konsantrasyonu dogru orantilidir.

MDA analizi i¢in plazmadan 0.5 ml pipetlenerek (izerine 2.5 ml, kor tuptine ise 3 ml
% 20'lik TCA ilave edildi. Daha sonra her tiipe 1 ml TBA eklendi ve 90°C' lik su
banyosunda 30 dk inkibasyona birakildi. Sogutulduktan sonra Uzerine 4 ml n-
bitanol konularak 3000 devirde 10 dakika santrifiij edildi. N-biitanol tabakasindan

almarak 535 nm'de kore karsi optik dansiteler spektrofotometrede okundu (Tablo

2.2.3.2.1).
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Tablo 2.2.3.2.1. MDA 0l¢iimil i¢in uygulanan iglemler

Kor Standart Test
Plazma - - 0.5ml
Standart - 0.5ml
TCA 3ml 2.5ml 2.5ml
TBA Iml 1ml Iml

Karigimlar 90°C' de 30 dakika su banyosunda inkiibe edildi ve su altinda sogutuldu.

n-Bitanol 4 ml 4 ml 4ml
3000 devirde 10 dakika santrif{j edildi.

Olusan st tabakadan alinarak 535 nm' de kore karsi optik dansiteleri okundu.

2.2.3.2.1. MDA i¢in Standart Egrisinin Hazirlamis1

0,494 ml 1,1,3,3-tetraetoksipropan 100 ml alkolde c6zilerek, 20 mmol/L'lik stok
standart ¢ozelti hazirlandi. Bundan 0.01 ml alinarak hacmi 10 ml'ye tamamland1 ve
20 pmol/L'lik standart ¢oOzelti elde edildi. Bu ¢ozeltiden 2.5-5-10 pmol/L'lik
diliisyonlar hazirlanarak asagidaki gibi ¢alisildi, 535 nm’de optik dansiteleri okundu
ve sonuglarin hesaplanmasinda kullanilacak olan kalibrasyon egrisi hazirlandi

(Grafik 2.2.3.2.1.1).
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Grafik 2.2.3.2.1.1. MDA kalibrasyon egrisi
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2.2.3.3. GSH Analizi

Tam kanda GSH ol¢limii Beutler ve ark.’nin (22) bildirdigi yonteme gore yapildi.
Deneyin prensibi; tam kanin distile su ile hazirlanan hemolizatinda, stlfhidril (-SH)
gruplart bulundurmayan proteinlerin ¢oktiiriilerek elde edilen berrak sivida -SH
gruplarimin DTNB (5,5'-2-dithiobis nitrobenzoik asit) ile olusturdugu sar1 renkli
kompleksin 412 nm dalga boyunda optik dansitesinin Olglilmesi esasina

dayanmaktadir.

GSH analizi esnasinda kor, standart ve numuneler icin belirlenen tlplerden numune
tiipiine 200 pl EDTA'h tam kan, standart tiiptine 200 pl standart ¢ozeltisi alindi.
Uzerlerine 1800 pl distile su ve 3ml ¢oktiiriicii ¢ozelti eklendi. Kor tiipiine 2 ml
distile su, 3 ml ¢oktiirlicii ¢ozelti pipetlendi. Tiipler karigtirtlip buzlu suda 5 dk
bekletildikten 3000 devirde 10 dk santrifiij edildi. Tiplerden 2 ml siipernatant baska
tiiplere aktirildiktan sonra iizerlerine 8 ml fosfat ¢ozeltisi ilave edilip karigtirildi. Son
olarak 1 ml DTNB cozeltisi eklenerek 412 nm dalga boyunda optik dansiteleri kore

kars1 okundu.

Tablo 2.2.3.3.1. GSH 6l¢iimi igin uygulanan islemler

Kor Standart Test
Tam Kan - - 200 pl
Standart - 200 pl -
Distile Su 2ml 1800 pl 1800 pl
Coktirme cozeltisi 3ml 3ml 3ml

Buzlu suda 5 dk bekletilip, 3000 devirde 10 dk

santrifllj edildi ve slipernatanttan baska tiiplere 2 ml aktarildi.

Fosfat ¢ozeltisi gml gml 8aml
Vorteks’lendi.
DTNB 1ml 1ml 1ml

Tuplerin optik dansiteleri 412 nm'de kore karst okundu.
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2.2.3.3.1. GSH ic¢in Standart Egrisinin Hazirlamsi

10 mg GSH alind1 ve distile su ile hacim 50 ml’ye tamamlandi. 2.5-5-10-20 mg/dI
diliisyonlar hazirlanarak asagida belirtildigi sekilde calisildi. 412 nm’de optik
dansiteleri okundu ve kalibrasyon egrisi hazirlandi. GSH duzeylerinin
hesaplanmasinda mg/dl olarak hazirlanan kalibrasyon egrisinden yararlanildi (Grafik

2.2.3.3.1.1).
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Grafik 2.2.3.3.1.1. GSH kalibrasyon egrisi

2.2.3.4. Paraoksonaz Aktivitesinin Analizi

Deneyin prensibi; substrat olarak kullanilan paraoksonun (o,0-dietil-0-p-
nitrofenilfosfat) PON tarafindan hidrolizi sonucu agiga ¢ikan p-nitrofenol miktarinin

spektrofotometrik olarak 6lglilmesi esasina dayanmaktadir (112).

PON’nun aktivitesinin berlirlenmesi i¢in, microplate kuyucuklarma 280 pL ¢aligma
ayiract konulduktan sonra, kor kuyucuguna 8 pL distile su ve numune kuyucuguna 8

uL plazma ilave edilir. Daha sonra numunelerin absorbansindaki artislar kore karsi,
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37°C’de, 2 dakika boyunca 412 nm’de Olgiilerek dakikadaki absorbans (AA/dk)

degisimleri tespit edilir.

Tablo 2.2.3.4.1. Paraoksonaz aktivite tayini i¢cin uygulanan islemler

Numune Kor

Calisma ayiraci 280 pL 280 pL
Numune 8 uL -
H,0 - 8 uL

2.2.3.4.1. PON Aktivitesinin Hesaplanmasi

Her bir ornek icin PON aktivitesi, p-nitrofenol icin belirlenmis olan molar
absorbsiyon katsayisi kullanilarak ve yapilan dilisyonlar dikkate alinarak (U/L
olarak) hesapland1 (12, 71). 1 tnite PON, dakikada 1 pmol p-nitrofenol olusumunu

katalize eden enzim miktaridir.

AA/dk x SF x 10°

U/L (umol/dk/L) =
€ x0,6
AA/dk : Bir dakikadaki absorbans degisimi
€ . p-nitrofenoliin molar absorbsiyon katsayisi, mevcut deney sartlari ig¢in
18290 (pH:8)
SF . Seyreltme faktorl ( Total hacim/Numune hacmi)

10°  : umole cevirme faktorii

1/0,6 : Plate 151k yolunun uzunlugu
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2.2.3.5. Plazma Total Kolesterol, Trigliserid, HDL, LDL, VLDL, Glukoz ve
Kalsiyum Analizi

Plazma total kolesterol, trigliserid, HDL, LDL, glukoz ve kalsiyum duzeyleri analiz

Kitleri (Total Cholesterol, Triglycerides, HDL, LDL, Glucose ve Calcium Liquicolor

HumaStar kitleri, Germany) kullanilarak otomatik analizérde (HumaStar 600,

Germany) Olculdi. VLDL duzeyleri Friedewald formilu [Trigiserid (mg/dl)<400

mg/dl ise VLDL (mg/dl)= Trigiserid (mg/dl)/5] kullanilarak hesaplandi (8, 85).

2.2.3.6. idrarda Flor Analizi

Caligsmada, kontrol, NaF ve EA+NaF gruplarinin her birinden alinan bes farenin idrar
orneklerindeki flor iyonu dizeyleri iyon spesifik elektrot (Orion 9609BN ionplus)
kullanilarak (Siileyman Demirel Universitesi, Jeotermal Enerji, Yeraltisuyu ve
Mineral Kaynaklart Arastirma ve Uygulama Merkezi, Isparta) analiz edildi (Tablo
3.1).

2.2.3.7. Karaciger ve Bobrek Dokusunun Histopatolojik Degerlendirmesi

Tespit edilen dokular, rutin islemlerden gegirilerek parafin bloklar hazirlandi. Daha
sonra bu parafin bloklardan 5 mikron kalinliginda kesitler alinarak hematoksilen

eozin ile boyand1 ve 151k mikroskobunda degerlendirildi.
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2.2.3.8. istatistiksel Analizler

Deney ve kontrol guruplarindan elde edilen biyokimyasal parametre sonuglarinin
istatistiksel analizleri (SPSS 16.0 for Windows) istatistik paket programi kullanilarak
yapildi. Gruplar arasinda anlamli farkliliklarin olup olmadig: tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ile belirlendi. Istatistiksel olarak farkliliklarmn hangi gruplar
arasinda oldugunu belirlemek amaci ile de ¢oklu karsilastirma post hoc analiz
testlerinden biri olan Tukey testi kullanildi. Gruplarda aragtirilan parametreler
arasindaki iligkiler korelasyon analizi ile belirlendi. Sonuglar ortalama + standart

sapma (X £ SD) olarak gosterildi.
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3. BULGULAR

Calismada, 8 hafta siire ile oral yolla 25 mg/L NaF verilerek olusturulan deneysel
kronik florozis’li farelerin plazma LSA, MDA, PON aktivitesi, total kolesterol,
trigliserid, HDL, LDL, VLDL, glukoz ve kalsiyum dizeyleri ile tam kan GSH
diizeyleri arastirilmis olup, 8 hafta siire ile deri alt1 yolla 10 mg/kg EA uygulanan
farelerde EA’nin bu parametreler (izerine olan etkileri arastirildi. Elde edilen bulgular
Tablo 3.4 ve Grafik 3.1-3.11°de gosterildi. Denekler Uzerinde uygulamalar devam
ederken ayni zamanda ikiser hafta araliklar ile viicut agirliklar1 kaydedilerek Tablo
3.3’de gosterildi. Kontrol grubu ile DMSO, EA, NaF ve EA+NaF grubu farelerde
arastirilan biyokimyasal parametreler arasindaki iliskinin degerlendirilmesi igin tespit

edilen korelasyonlar ise Tablo 3.2’de gosterildi.

Korelasyon analizi sonucunda elde edilen bulgulara gére plazma VLDL ve trigliserid
diizeyleri arasinda yiiksek pozitif (r= 0.997; P<0.01) korelasyonun oldugu tespit
edildi. Plazma HDL ve total kolesterol diizeyleri arasinda yiiksek pozitif (r= 0,632;
P<0.01) korelasyon belirlenirken, plazma HDL dizeyi ile VLDL ve trigliserid
diizeyleri arasinda diisiik pozitif (sirasiyla r= 0.370; r= 0.376; P<0.05) korelasyonun
oldugu saptandi. Plazma total kolesterol ve LDL diizeyleri arasinda yiiksek pozitif

(r=0.631; P<0.01) korelasyon oldugu gozlemlendi.

Plazma glukoz diizeyi ile VLDL, HDL ve trigliserid diizeyleri arasinda yiiksek
pozitif (sirasiyla r= 0.552; r= 0.539; r= 0.550; P<0.01) korelasyon oldugu saptanmis
olup, plazma glukoz diizeyi ile total kolesterol ve LSA diizeyleri arasinda diisiik

pozitif (sirastyla r= 0.399; r= 0.389; P<0.05) korelasyon iligkisi oldugu tespit edildi.

Tam kan GSH duzeyi ile VLDL, trigliserid, glukoz ve PON aktivitesi duzeyleri
arasinda yiiksek pozitif (sirasiyla r= 0.442; r= 0.451; r= 0.522; r= 0.582; P<0.01)
korelasyonun oldugu tespit edildi. Tam kan GSH ve plazma MDA diizeyleri arasinda
negatif (r= -0.410; P<0.05) korelasyon iliskisi oldugu saptanirken, GSH duzeyi ile
total kolesterol, HDL ve kalsiyum diizeyleri arasinda diisiik pozitif (sirasiyla r=
0.353; r=0.350; r=0.390; P<0.05) korelasyonun oldugu gdzlemlendi.
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Plazma PON aktivitesi duzeyi ile MDA diizeyleri arasinda yiiksek negatif (r= -0.468;
P<0.01) korelasyon iliskisi oldugu belirlenmis olup, PON aktivitesi ile LSA ve
kalsiyum diizeyleri arasinda diisiik pozitif (sirasiyla r= 0.386; r= 0.390; P<0.05)

korelasyon varligi tespit edildi.

Calismada 8 hafta sire ile NaF uygulamasi yapilan farelerin kronik florozis’li
oldugunu dogrulamak bakimindan kontrol, NaF ve EA+NaF gruplarinda idrar flor

duzeyleri analiz edilerek Tablo 3.1’de gosterildi.

Tablo 3.1. Kontrol, NaF ve EA+NaF gruplarinda idrar flor diizeyleri

Gruplar (n=5)
Kontrol NaF EA+NaF
Flor (mg/L) 1.66+0.05 60.40+0.55 25.00+0.26
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Tablo 3.2. Kontrol grubu ile DMSO, EA, NaF ve EA+NaF grubu farelerde biyokimyasal parametreler arasindaki korelasyonlar

VLDL Total kolesterol Trigliserid HDL LDL Glukoz LSA MDA GSH PON Kalsiyum
VLDL 0.9977 0.370° 0.552" 0.442"
Total kolesterol 0.632" 0.631" 0.389" 0.353"
Trigliserid 0.376" 0.550" 0.4517
HDL 0.539™ 0.350"
LDL
Glukoz 0.399" 0.522"
LSA 0.386"
MDA -0.410" -0.468"
GSH 0.582”  0.366"
PON 0.390"
Kalsiyum

**: Korelasyon P<0.01 seviyesinde énemlidir.

: Korelasyon P<0.05 seviyesinde 6nemlidir.
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Tablo 3.3. Kontrol, DMSO, EA, NaF ve EA+NaF verilen farelerin ikiger hafta araliklar ile dl¢iilen viicut agirliklar (g)

Kontrol DMSO EA Flor EA+Flor P anova
ik giin 30.99+2.09 31.28+2.42 31.64+2.12 32.22+2.71 32.36+2.22 >0.05
2 hafta sonra 33.89+2.41 33.58+2.10 34.96+1.90 34.46+1.63 34.38+1.31 >0.05
4 hafta sonra 36.12+1.58 36.01+1.83 36.45+1.89 35.92+1.95 35.61+1.61 >0.05
6 hafta sonra 38.11+1.48 38.26x1.79 38.17+2.05 36.67+2.23 37.90+1.70 >0.05
8 hafta sonra 38.99+1.57° 38.52+1.88° 38.68+2.00° 36.42+1.81" 37.47+1.85° <0.05

* Farelerin viicut agirliklart her iki haftada bir X+SD seklinde verilmis olup, gruplar arasinda viicut agirhginda ortaya ¢ikan degisikliklerin istatistiksel olarak

Onemlilik dlzeyi P<0.05’dir.



dizeyleri ile tam kan GSH duzeyleri (X+SD)
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Tablo 3.4. Kontrol ve deney gruplarinin plasma LSA, MDA, PON, total kolesterol, trigliserid, HDL, LDL, VLDL, glukoz ve kalsiyum

Gruplar (n=7)

Kontrol DMSO EA NaF EA+NaF P
LSA (mg/dl) 19.8620.93 18.47+2.03 20.68+2.45 13.31+1.75° 16.73+1.70°  <0.001
MDA (umol/L) 10.350.97° 9.92+1.01° 9.80+1.86% 12.08+1.61° 10.04+1.32° < 0.05
GSH (mg/dl) 5.11+0.33° 4.65+0.66% 4.51+0.41° 2.74%0.35° 4.14+0.48"  <0.001
PON (U/L) 130.4046.14*  132.43+23.74* 137.29+18.27° 95.88+11.06°  122.72+6.69° < 0.001
Total kolesterol (mg/dl)  156.17+26.85° 128.26+24.09 122.89+24.71% 114.09+24.84° 138.16+16.40® <0.05
Trigliserid (mg/dl) 134.86+18.59°  112.0+11.02*°  116.86+22.12° 95.89+29.22°  97.23+13.05° <0.05
HDL (mg/dl) 57.69+14.18°  47.11+9.90® 40.73+7.49" 41.09+8.42" 40.47+7.51°  <0.05
VLDL (mg/dl) 26.91+3.84° 22.39+2.19®  23.37#4.42°  19.20+5.90° 19.13+2.73°  <0.05
LDL (mg/dl) 73.74+¥18.30*  62.74+1556*  75.97+#18.01°  53.34+16.59°  79.23+15.26° >0.05
Glukoz (mg/dl) 190.37429.65° 154.23+17.28% 100.49+16.77™ 87.71%32.89°  79.24%#17.38° < 0.001
Kalsiyum (mg/dl) 8.06+0.33° 8.10£0.43* 8.94+0.72% 7.4820.23" 8.34+0.98°  <0.005

25.¢ Aym satirda farkli harf tagiyan ortalamalar aras1 farklilik énemlidir (P<0.001, P<0.005 veya P<0.05)
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Plazma LSA dizeyinin kontrol grubuna gore NaF ve EA+NaF grubunda istatistiksel
olarak anlamli derecede azalmis oldugu saptanmis olup, bu azalmanin EA+NaF

grubunda daha fazla (P<0.001) oldugu tespit edildi (Grafik 3.1).
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Siitunlar tizerinde farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak farklidir (P<0.001)

Grafik 3.1. Kontrol ve deney gruplarinin plazma LSA diizeyleri

Plazma MDA duzeylerinin NaF grubunda diger gruplara gore istatistiksel olarak

onemli derecede artmis (P<0.05) oldugu tespit edildi (Grafik 3.2).
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Siitunlar tizerinde farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak farklidir (P<0.05)

Grafik 3.2. Kontrol ve deney gruplarinin plazma MDA diizeyleri
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Tam kan GSH dizeylerinin kontrol grubuna gére NaF grubunda azalmis oldugu
tespit edildi (P<0.001). EA+NaF grubunda plazma GSH dizeyinin NaF grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek (P<0.001) oldugu belirlendi (Grafik

3.3).
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Sutunlar tzerinde farkl: harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak farklidir (P<0.001)

Grafik 3.3. Kontrol ve deney gruplarinin tam kan GSH diizeyleri

Plazma PON aktivitesinin NaF grubunda diger 4 gruba gore istatistiksel olarak
onemli derecede azalmis oldugu tespit edildi (Grafik 3.4).
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Situnlar tizerinde farkl harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak farklidir (P<0.001)

Grafik 3.4. Kontrol ve deney gruplarinin plazma PON aktivitesi diizeyleri
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Plazma total kolesterol dizeylerinin kontrol grubu ve diger gruplara gore NaF
grubunda istatistiksel olarak énemli derecede azalmisg (P<0.05) oldugu tespit edildi
(Grafik 3.5).
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Sutunlar tizerinde farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak farklidir (P<0.05)

Grafik 3.5. Kontrol ve deney gruplarinin plazma total kolesterol diizeyleri

Plazma trigliserit dizeylerinin kontrol grubuna gére NaF ve EA+NaF grubunda
azalmis (P<0.005) oldugu tespit edilmistir (Grafik 3.6).
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Siitunlar tizerinde farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak farklidir (P<0.05)

Grafik 3.6. Kontrol ve deney gruplarinin plazma trigliserid diizeyleri
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Plazma HDL duzeylerinin kontrol grubuna gére EA, NaF ve EA+NaF gruplarinda
azalmis (P<0.05) oldugu tespit edildi (Grafik 3.7).
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Grafik 3.7. Kontrol ve deney gruplarinin plazma HDL duzeyleri

Plazma VLDL duzeylerinin kontrol grubuna gore 8 hafta NaF ve EA+NaF uygulanan
gruplarda 6nemli derecede azalmis (P<0.05) oldugu gozlemlenmistir (Grafik 3.8).
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Grafik 3.8. Kontrol ve deney gruplarinin plazma VLDL diizeyleri
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Plazma LDL diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli derecede farkliliklar (P<0.05)
gosterdigi tespit edilmis olup, ikili karsilastirmalarda LDL dizeylerinin herhangi bir

grupta diger bir gruba gore istatistiksel olarak anlamli fark olusturmadigi saptandi
100
90

(Grafik 3.9).
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Grafik 3.9. Kontrol ve deney gruplarinin plazma LDL diizeyleri

Plazma glukoz dizeylerinin kontrol grubuna goére NaF ve EA+NaF gruplarinda

istatistiksel olarak 6nemli derecede azaldig: (P<0.001) tespit edildi (Grafik 3.10).
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Siitunlar tizerinde farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak farklidir (P<0.001)

Grafik 3.10. Kontrol ve deney gruplarmin plazma glukoz diizeyleri
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Plazma kalsiyum duzeylerinin kontrol grubuna goére NaF grubunda istatistiksel

olarak 6nemli derecede azalmis (P<0.01) oldugu saptandi (Grafik 3.11).
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Situnlar tizerinde farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak farklidir (P<0.01)

Grafik 3.11. Kontrol ve deney gruplarinin plazma kalsiyum diizeyleri

Karaciger dokularinin histopatolojik incelemelerinde kontrol, DMSO ve EA
gruplarinda herhangi bir patolojik degisiklige rastlanmamistir (Resim 3.1). 8 hafta
sire ile NaF verilen ¢alisma grubundaki deneklerin karacigerinde genel olarak
hepatositlerde hidropik ve/veya balonumsu dejenerasyon, periasiner ve midzonal
bolgelerde daha belirgin olmak (Gzere fokal nekrozlar ile stnozoidlerde
dissosiasyonlar gozlemlenmistir (Resim 3.2). Karacigerde kronik flor toksikasyonuna
bagl olarak bazi hepatositlerin c¢ekirdeklerinde biiylime, ¢ift ¢ekirdek olusumu,
heterokromozi ve piknoz ile parankimde Kupffer hiicrelerinde proliferasyon ve
mononiikleer hiicre infiltrasyonlarmin oldugu belirlendi (Resim 3.3). EA+NaF
verilen gruplarda ise soz konusu patolojik degisikliklerin sayisinda ve siddetinde
azalma oldugu tespit edildi (Resim 3.4.). EA+NaF grubundaki deneklerin
karacigerlerinde periasiner bolgedeki hepatositlerde vakuoller ve yag dejenerasyonu

en belirgin lezyon olarak gozlendi (Resim 3.5).
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Resim 3.1. Kontrol grubu bir fareden 8 hafta sonra alinan karacigerin gériiniimii (X20)

Resim 3.2. NaF grubundan bir farenin karacigerinde 6dem (beyaz ok ucu) ve dissosiasyon (siyah ok
ucu) (X20)
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Resim 3.3. NaF grubundan bir farenin karacigerinde hepatositlerde nekroz (siyah ok ucu), bazi
hepatositlerde cekirdekte blytime ve hiperkromazi (beyaz ok uglari) (X40)

Resim 3.4. EA grubundan bir farenin karacigerinde hafif derecede dejenerasyon (X40)
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Resim 3.5. EA grubundan bir farenin karacigerinde yag ve vakuoler dejenerasyon (beyaz ok uglar)
(X40)

Bobrek dokusunun histopatolojik incelemelerinde kontrol, DMSO ve EA gruplarinda
organlarin morfolojik yapisinin benzer nitelikte ve normal yapida oldugu goriildii
(Resim 3.6). Calismada oral yolla 25 mg/L sadece flor verilen grupta ise daha ¢ok
proksimal tublllerde olmak (zere tim tubil epitel hicrelerinde hidropik
dejenerasyon, yer vyer nekroz ile tubdl limenlerinde dilatasyon ve hiyalin
sislindirlerine rastlandi (Resim 3.7). Flor ile birlikte 10 mg/kg EA verilen grupta flor
verilen gruba kiyasla dejenerasyonun siddetinde azalma oldugu tespit edilirken, bu

grupta nekroza ise hi¢ rastlanmadi (Resim 3.8).
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Resim 3.6. Kontrol grubu bir fareden 8 hafta sonra alinan bobregin goriintiimii (X20)

Resim 3.7. NaF grubundan bir farenin bobreginde proksimal tubiil epitellerinde hidropik dejenerasyon

(siyah ok ucu), nekroz (siyah ince ok ucu) ile tubil Iiimenlerinde dilatasyon (beyaz ok ucu) (X20)
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Resim 3.8. EA+NaF grubundan bir farenin bobreginde proksimal tubiil epitellerinde orta derecede
hidropik dejenerasyon (siyah ok ucu), az sayida nekrotik epitel hiicresi ile tubiil limenlerinde
dilatasyon (beyaz ok ucu) (X20)
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4. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada, deneysel kronik florozis olusturulan farelerin plazma kalsiyum,
glukoz, MDA, LSA, PON aktivitesi ve plazma lipid profilleri ile tam kan GSH
dizeylerinde meydana gelebilecek degisiklere karsi gucli antioksidan ozelligi

oldugu ileri siiriilen EA’nin koruyucu etkisinin arastirilmasi amaglandi.

Florozis’li canlilarin yumusak dokularinda flor’un tahris edici, Ca**u baglayici,
cesitli  enzim sistemlerini  baskilayici  etkilerine bagli olarak sekillenen
Ca*? diizeylerinde ki disisler, hiicresel oksijen kulanimim azaltmakta ve bunun
sonucu gesitli bozukluklar olusabilmektedir (41, 48, 200, 234). Kronik florozis’te,
yumusak dokularda ortaya ¢ikan bozukluklara (akut florozis) ilaveten kemik, bobrek,
tiroid bezi, hipofiz, hipotalamus, testis ve dislerde bozukluklar gérilmektedir (6, 27,
173). Kronik flor uygulamalarimin dokularda neden oldugu zararin patogenezisinde
oksidatif stres ve hiicre zarinin lipid bilesenlerindeki degisikliklerin 6nemli oldugu
bildirilmektedir (90, 214). Oksidatif strese bagl olarak hiicre membraninda ¢ift bag
iceren yag asitlerinin peroksidayonu sonucu olusan uzun Omurlu ve yiksek
reaktiviteye sahip olan MDA, kronik hastaliklarin etiyopatojenezi ile iliskili
tutulmaktadir (152, 201). GSH ise oksidatif stresin olusturabilecegi hasarin
Onlenmesi icin sentezlenen ve redoks reaksiyonlarinda kullanilan htcresel bir
antioksidandir (161, 247). MDA ve GSH’mn doku dlzeylerinin birlikte
degerlendirilmesi, florozis’in  oksidan/antioksidan sistem (zerindeki etkileri
bakimindan kayda deger sonuglar elde edilmesini saglayabilir (152, 161, 173, 201,
247). Icme sularina 8 hafta siire ile 100 mg/L NaF ilave edilen erkek farelerin
karaciger ve bobrek dokusu GSH diizeylerinin azaldig1 ve lipid peroksidasyonunun
artmis (P<0.05) oldugu kaydedilmektedir (173). Ratlara 20 ve 40 gun siire ile oral
olarak 25 mg/kg NaF verilmesinin bagirsak dokusu GSH diizeylerini azaltigi, MDA
duzeylerini ise artirmis oldugu rapor edilmektedir (P<0.05) (41). Yiksek diizeyde
flor igeren sulara (7.2-10.7 ppm) kronik olarak maruz kalan insanlarin kan
orneklerinde MDA diizeylerinin yiikselmesinden dolay1 lipid peroksidasyonun
onemli oranda arttig1 bildirilmektedir (141). Kronik florozis teshisi konulan yetiskin
erkek bireyler ile (5.5-7 ppm florlu su igen bireyler; plazma F diizeyi= 0.07 £ 0.001
ppm) saglikli bireylerin (1 ppm’den diisiik miltarda su i¢en bireyler; plazma F
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dizeyi= 0.26 £ 0.004 ppm) kan degerlerinin karsilastirildigi baska bir ¢alismada,
kronik florozis’li bireylerin plazma MDA dizeylerinin dnemli duzeyde (P<0.001)
artmis oldugu belirtilmektedir (113). Siganlarda yapilan bir c¢alismada flor
konsantrasyonu ile kan GSH diizeyleri arasinda negatif bir korelasyon iliskisinin
oldugu tespit edilmis olup (r= -0.826 ile -0.628 arasi), buna karsin flor
konsantrasyonu ile MDA dizeyleri arasinda pozitif (r= 0.846 ile 0.662 arasi) bir
korelasyon iliskisi bulundugu ifade edilmektedir (138). Yine 16 hafta boyunca i¢me
sularma 25 ppm/rat/giin dozunda flor verilen ratlarda lipid peroksidasyonun arttigi,
GSH diizeylerinin ise azaldigi bildirilmektedir (208). Daha Once yapilan bir¢ok
calismada, ylksek oranda flora maruz kalan canlilarda MDA diizeylerindeki artis ile
GSH duzeylerindeki azalmalarin, florozis’in serbest radikal Uretimini artirmasindan
ve antioksidan enzim aktivitelerini ise azaltmasindan kaynaklanabilecegi ileri
strilmektedir (103, 104, 113, 173, 208).

Yapilan bu c¢alismada NaF grubu farelerin tam kan GSH duzeylerinin kontrol
grubuna gore azaldigi (P<0.001) ve plazma MDA diizeylerinin ise artmis (P<0.05)
oldugu belirlendi. EA+NaF grubu farelerin tam kan GSH diizeylerinin sadece NaF
uygulamasi yapilan gruba gore arttigi (P<0.001), buna karsilik plazma MDA
duzeylerinin ise azaldigi (P<0.05) tespit edilmistir. EA icin ¢dzlcl madde olarak
kullanilan % 0,02’lik DMSO verilen grupta ise tam kan GSH ve plazma MDA
duzeylerinin hem kontrol hemde sadece EA verilen farelere ait tam kan GSH ve
plazma MDA dizeylerine yakin oldugu belirlendi. Elde edilen bu bulgular kronik
florozise neden olan flor’un canli hiicreler i¢in oksidatif stres kaynagi oldugu ve
antioksidan savunma sistemini olumsuz yonde etkiledigine isaret etmekte ve
bulgularimiz diger ¢aligmalar ile uyumluluk gostermektedir (28, 47, 103,104, 138).
Calismamizda florozis’li hayvanlarda azalan GSH ve artan MDA dizeylerine bagh
olarak, florozis’in, serbest radikal tiretimi lizerinde artirici ve antioksidanlar Uzerinde
ise azaltic1 etkilerinin oldugu diisiincesini paylagmaktayiz (28, 41, 113, 138, 173).
Ayrica, azalan GSH ve artan MDA diizeylerinin, florozis’te fagositotik hiicrelerin
immiin yaniti esnasinda olusan solunum patlamasindan dolay1 asir1 diizeylerdeki
reaktif oksijen drtnlerinin (H20., Oz_', OH" vb.) katilmis olduklar1 redoks
reaksiyonlart ile ilgili olabilecegi diisiincesine katilmaktayiz (56, 204).



72

Yapilan ¢alismalarda PON1, GSH ve HDL gibi antioksidan molekul dizeyleri ile
florozis arasinda negatif bir korelasyonun oldugu ve bu iligkinin florozis’te olusan
yuksek duzeylerdeki serbest radikal tiretimine bagh oldugu rapor edilmektedir (14,
41, 138, 175, 208). PON1’in serbest haldeki sistein amino asiti, substratin taninmasi
ve baglanmasi i¢in gerekli olup, tiyol grubu tasiyan 284. pozisyondaki sistein amino
asitinin lipid peroksidasyonunun engellenmesi bakimindan 6nemli bir fonksiyona
sahip oldugu bildirilmektedir (12, 203). PON1’in antioksidatif etkisi ile serbest tiyol
grubu miktarinin orantili oldugu ileri siiriilmektedir (107). Ayrica, plazmada
PONZ1’in guclu oksidatif Ozelliklere sahip molekiil ya da atomlara karst HDL’ye
bagl bir sekilde H,O,’yi hidrolize etme ve peroksidaz benzeri 6nemli bir aktivite
gosterdigi bildirilmektedir (15). Bu c¢alismada kronik florozis olusturulan grupta
kontrol ve diger gruplara gore artmis olan MDA diizeylerinin plazma PON aktivitesi
ile negatif korelasyon (r= -468, P<0.05) gosterdigi tespit edildi. Yapilan birgok
calismada, asirt miktarda flor iyonu alan organizmalarda oksidatif stresin meydana
geldigi bildirilmekte olup, florozis’te bir antioksidan olarak nitelendirilen PON1’in
plazmada tespit edilen azalan diizeyleri nedeni ile oksidatif stresin PON aktivitesi
Uzerinde negatif yonde bir etkiye sahip olabilecegi kanisin1 paylasmaktayiz (14, 104,
138, 173, 208). Ayrica, calismamizda NaF grubu farelerin plazma PON aktivitesi ve
Ca*? diizeylerinin kontrol ve diger gruplara gore istatistiksel olarak énemli derecede
azaldig1 saptanmis olup, plazma PON aktivitesi ve Ca* diizeyleri arasinda pozitif (1=
0.390, P<0.05) korelasyon iliskisi oldugu belirlendi. Bu nedenle plazmada HDLye
bagli PON1 enziminin stabilitesi ve aktivitesi i¢in Ca*®nin gerekli oldugu fikrini

paylagmaktayiz (16).

Idrarda ve plazmada EA ve fenolik bilesiklerin metil, glukuronil ve siilfat gruplari ile
konjuge formlarinin bulundugu bildirilmektedir (77, 205). Metabolik olarak EA’dan
stilfat konjugasyonlarmin olusturulabilmesi nedeniyle GSH sentezine katkida
bulunan sistin konsantrasyonunda ortaya gikabilecek diisiisler dolayli olarak GSH
duzeylerini de etkileyebilir (205). Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz enzimi pentoz fosfat
metabolik yolunda kolesteroliin sentezi, glutatyonun indirgenmesi ve detoksifikasyon
reaksiyonlarinda kullanilacak olan NADPH’larin Uretilmesi bakimindan 6nemlidir
(166, 246). Flor iyonunun pentoz fosfat metabolik yolunun ilk ve kontrol enzimi olan

glukoz-6-fosfat dehidrojenaz enzim dizeyini azaltmakta oldugu kaydedilmektedir
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(37). Calismamizda elde edilen total kolesterol ve GSH diizeyleri kontrol grubuna
kiyasla kronik florozis olusturulan grupta azalmis olmasina karsiik EA+NaF
grubunda tekrar kontrol grubuna yakin bir seviyeye yiikselmistir. Bu sonuca gore,
deney gruplarma kronik flor maruziyeti ile eszamanli olarak EA verilmesinin,
glukoz-6-fosfat dehidrojenaz enzimi inhibisyonunda oldugu gibi pentoz fosfat
metabolik yolunda meydana gelen aksakliklarin giderilmesinde énemli 6l¢lide yararli

olabilecegi kanaatini tasimaktay1z (37).

Kalsiyum metabolizmasi, kalsiferol, parathormon ve kalsitonin hormon sistemi
tarafindan dizenlenmektedir. Bu hormonlarin sentezlendigi vicut kisimlarinda
olusabilecek herhangi bir aksaklik ayni zamanda Ca™ dengesinde bozukluklara
neden olabilmektedir (181). Florozis’li canlilarda serum Ca*? diizeyleri ile birlikte
Na*? ve K* gibi diger elektrolit diizeylerinde de degisiklikler meydana gelmektedir.
Flor’un plazma Ca*® diizeyleri izerine olan esas etkisi, solid CaioF2(PO4)s Veya
CaF; olusumunu hizlandirmasindan kaynaklanmaktadir (23, 237). Kronik florozis’in
yuksek organizasyonlu canlilarin arter ve bobrek dokularinda Kkalsifikasyonlar
olusturarak normal vicut metabolizmasinda degisiklikler meydana getirdigi
bildirilmektedir (220, 218). Gunluk 10 mg/kg NaF verilerek kronik florozis
olusturulan tavsanlar ile ilgili yapilan bir ¢alismada, kronik florozis’in aortik
kalsifikasyonlara neden oldugu belirtilmektedir (220). Yine ratlara 35 mg/kg NaF
verilerek yapilan bir ¢alismada, flor’un renal Kkalsifikasyon olusturdugu
kaydedilmektedir (218). Endemik florozis gorilen bireyler ile ilgili yapilan bir
calismada ise saglikli bireylerin Ca™ diizeylerinin (9.58+0.45 mg/dL) florozis’li
bireylerin Ca*® diizeylerine (5.95+0.14 mg/dL) gore yiiksek miktarda oldugu rapor
edilmektedir (170). Calismamizda kontrol grubu ve sadece NaF verilen kronik
florozis’li grubun plazma Ca* diizeyleri sirasiyla 8.06+0.33 ve 7.48+0.23 mg/dL
olarak belirlendi. NaF grubu farelerin plazma Ca*? duizeylerinin kontrol ve diger
gruplara gore istatistiksel olarak Onemli derecede azalmis oldugu tespit edildi
(P<0.005). Yine plazma Ca*? diizeylerinin EA grubu farelerde diger gruplara gore
yilksek konsantrasyonda oldugu belirlendi. Florozis’te elde ettigimiz Ca*? diizeyleri
ile 1lgili olan bulgularimiz, florozis’te diisiik Ca* diizeylerinin tespit edildigi

caligmalar ile uyumluluk gostermektedir (23, 170, 237).
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EA ile ATPaz enzimi arasindaki iliskinin arastirilmis oldugu bir ¢alismada, EA’nin
kardiyak sarkoplazmik retikulum ve iskelet kasi hiicrelerinin Ca* pompalari
Uzerinde uyaric1 etkileri oldugu kaydedilmektedir (7, 21). Yapilan baska bir
arastirmada kalp kas1 hiicrelerinde Ca*?’un, bir ATPaz olan fosfolambanm
baskilayic1 etkisinin EA tarafindan engellenmesiyle daha fazla tutulabilecegi
belirtilmektedir (21). Aym arastirmada ylksek dozlarda tannik asit ya da kuersetin
gibi fenolik bilesiklerin ATPaz U(zerinde inhibitor etkisi olusturmasina karsilik
EA’nin bdyle bir etki gstermesi olasiliginin zayif oldugu da ileri surulmektedir (21,
43, 165). EA’nin kronik florozis’te Ca*? pompalari iizerinde uyarici etki
gostermesine bagl bir mekanizma ile flor iyonu tarafindan hiicre dis1 ortamda CaF»
formunda bulunan Ca*?’un, hiicrelerde tutularak kullanildigz ileri siiriilmektedir (7,
21). Elde ettigimiz bulgular ve literatur bilgileri sonucu kronik florozis’te azalan
plazma Ca*? diizeyleri iizerinde EA’min koruyucu 6zellik gdsterebilecegi ve Ca*?
suplementasyonlarinin yapilmasi gibi farkli metotlara dayanilarak daha ileri

caligmalar yapilmasi gerektigi kanaatini tasimaktayiz (7, 21).

SA diizeyleri ile hiicresel hasarlarin siddeti arasinda paralel bir iligki oldugu ve
yangi, miyokard infarktlsu, kanser ve diger hastaliklarin teshisinin yapilmasinda
LSA duzeylerinin belirlenmesinin 6zel bir klinik énemi bulunmaktadir (121, 125).
Bir¢ok hastalikta SA diizeylerinin artmakta oldugu bildirildigi halde florozis’te bu
durumun farklilik gosterebilecegi yoniinde ¢aligmalar da bulunmaktadir (46, 58,
111). Florotik bolgelerde 2.4, 5.6 ve 13.6 ppm seviyelerinde flor iyonuna maruz
kalan bireylerin serum SA diizeylerinin 1.5 ppm’den daha asagi seviyelerde flor
iyonu alan bireylere gore daha diisiik oldugu bildirilmektedir (91). igme sularma 40
mg/L NaF eklenen tavsanlarin serum total SA dizeylerinin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak 6nemli oranda (P<0.001) azaldig: rapor edilmektedir (58). Hem
insanlarda hem de hayvanlarda florozis’in erken tanisinda dolagimdaki serum SA
diizeylerinin 6nemli oldugu ve florozis’te serum SA diizeylerinin saglikli bireylere
gore % 50 oraninda azalabilecegi kaydedilmektedir (110). Erkek farelerde 30 gin
oral 10 mg/kg/gun flor toksikasyonunun dreme sisteminde SA dlzeyleri Uzerine
etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, serbest SA duzeylerinin kontrol grubuna goére
onemli oranda (P<0.01) azalmis oldugu kaydedilmekte olup ayrica flor iyonunun

toksik etkilerine karsilik 30 giin 2 pg/giin/fare dozunda antioksidan ozellikte E
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vitamini uygulamasinin  SA duzeylerini  6nemli oranda (P<0.01) arttirdig:
bildirilmektedir (46). Aym c¢alismada, yiiksek flor iyonu konsantrasyonuna
maruziyette SA diizeylerindeki azalmanin sebebi, kofaktor olarak Mg*? veya Ca*?
gibi metal iyonlarina gereksinim duyan enzim (fosforilaz, ATPaz, glikolizis
enzimleri vb.) aktivitelerindeki inhibisyonlara baglanmistir. Calismamizda NaF
grubu farelerin plazma LSA dizeylerinin, EA+NaF grubuna gore daha diisiik
(P<0.001) oldugu belirlendi. Kronik florozis grubunda kontrol grubuna goére azalmis
olan LSA diizeyleri ile ilgili olan bulgularimiz, florozis ve SA duzeylerinin
arastirildigi diger caligmalar ile uyumluluk gostermektedir (46, 58, 91, 110). SA’larin
biyosentezinde glukoz ve amino grubu vericisi kullanilmasinin yani sira
mannozamin-6-fosfatin fosfoenol pirtvat ile kondenzasyonu ve aktif enolazin
katalize ettigi reaksiyonlar gerekli basamaklardir (228). Plazma LSA dizeylerindeki
azalmalarin SA ve konjugatlarinin biyosentez hizinda meydana gelen aksakliklardan
kaynaklanabilecegi bildirilmektedir (215). Daha 6nce yapilmis olan ¢alismalarda flor
iyonunun glikolizde, 2-fosfogliserati fosfoenol piruvata katalize eden enolaz
enzimini inhibe ettigi belirtilmektedir (134, 240). Enolazin inhibisyonunun in vivo
olarak 2,28 mg/L dizeyindeki flor iyonu ile saglanabilecegi kaydedilmektedir (115,
240). Elde edilen bulgulara gore, florozis’te enolaz enziminin baskilanmis olmasi
nedeni ile LSA biyosentez reaksiyonlarinda aksakliklarin olabilecegi diisiincesini
tasimaktayiz. Calismamizda kronik florozis olusturulan farelerde LSA ve glukoz
dizeylerinin azalmis olmasi1 ve bu dizeyler arasinda pozitif korelasyon (r= 0.399,
P<0.05) iliskisi bulunmasinin kronik florozis’li canlilarda SA biyosentezi
bakimindan dikkate deger bir bulgu oldugu kanaatini tasimaktayiz. EA+NaF grubu
farelerin plazma LSA dizeylerinin NaF grubu farelere gore daha yiksek diizeyde
bulunmus olmas ise antioksidan 6zellige sahip olan EA’nin LSA sentezinde 6nemli

fonksiyonlara neden olabilecegini diisiindiirmektedir (46).

Serum lipoproteinleri ve glikolipidler, metabolik fonksiyonlarini siirdiirebilmek igin
hem molekiler hem de hiicresel diizeyde SA’lara gereksinim duymaktadirlar (172).
Plazma apolipoproteinlerinin biiyiik bir kisminin yapisinda SA grubu bulunmasi
nedeniyle viicuda gereginden fazla miktarda alinan reaktif maddelerin bu molekiilleri
belirgin bir sekilde etkileyebilecegi bildirilmektedir (53, 145). HDL nin yapisinda

bulunan apo A-11, sadece bir veya iki SA grubu tagimakta olup, HDL nin bu orandaki
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SA diizeyinin, yapisinda bulunan total karbonhidrat kisminin % 1’den daha az bir
kismini olusturdugu kaydedilmektedir (144). LDL’ nin yapisinda bulunan apo B’ye
ait SA gruplarinin ise LDL’nin total karbonhidrat kisminin yaklagik % 10’unu
olusturdugu belirtilmektedir (222). Calismamizda florozis’li farelerin plazma LSA
diizeylerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak onemli derecede azaldigi
saptanmis olup, LSA diizeyleri ile HDL’nin yapisinda bulunan plazma PON
aktivitesi ve glukoz diizeyleri arasinda pozitif korelasyon (sirasiyla r= 0.399; r=
0.386; P<0.05) oldugu belirlendi.

Yapilan bir ¢alismada igme sularinda 5 ve 50 ppm NaF bulunan ratlarin 60 gunliik
kronik flor maruziyeti sonrasinda, bobrek dokusunda aldehit rediiktaz (ALR) veya 3-
deoksiglukozon rediiktaz (3-DG-rediiktaz) olarak tanimlanan enzimin sentezinin 50
ppm NaF uygulanan hayvanlarda baskilanmakta oldugu bildirilmektedir (134). Bu
enzim, glukoz veya fruktozun protein ya da lipidler gibi organik bilesiklere
baglandig1 glikozilasyon, proteinlerin polimerizasyonu ve Maillard reaksiyonlarinda
3-deoksiglukozonun (3-DG) NADPH bagimli rediiksiiyonunu katalize etmektedir
(224). Nonenzimatik olarak olusan glikozilasyon fiiriinlerinin birikimine sebep olan
3-deoksiglukozon, detoksifiye edilmez ise diizeylerinin artmasi nedeniyle ortaya
¢ikan renal hasar sonucunda komplikasyonlarin gelisebilecegi de bildirilmektedir
(229). Calismamizda, kronik florozis grubu farelerde azalan plazma LSA
diizeylerinin, bu gruplardaki hayvanlarda bulunan aldehit rediiktazin 3-
deoksiglukozonu  detoksifiye ettigi reaksiyonlara benzer detoksifikasyon
mekanizmalarinda fonksiyonu olan enzimlerin baskilanmasi sonucu SA’lar ile
lipidlerin glikozilasyonu oraninin diismesiyle de ilgili olabilecegi diisiincesini

paylasmaktayiz (134, 224).

Birgok arastirmaci tarafindan hem deneysel florozis’in olusturuldugu hem de
endemik florozis’li alanlarda yapilan ¢alismalarda lipid metabolizmasi ile ilgili olan
bulgular olduk¢a smirli olup, bu sonuglarin birbirleri ile ¢eligkili olduklari
gorulmektedir (44, 67, 100, 175, 238). Domuzlar iizerinde yapilan ¢alismalarda flor
toksikasyonun ilk fazinda serum kolesterol ve total lipid diizeylerinin azalmis oldugu
bildirilmektedir (67, 238). Yapilan bir ¢alismada, yiiksek flor konsantrasyonuna

maruz kalan ratlardan alinan serum orneklerinin lipoprotein dizeylerinde azalmalar
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olmasima karsilik, kolesterol dizeylerinde artmalar oldugu belirtilmektedir (175).
Endemik florozis goriilen koyunlarda da serum kolesterol diizeylerinin artmis oldugu
rapor edilmektedir (160). Chinoy ve ark. (44) ise ratlarda NaF maruziyetinin lipid
duizeyleri tGzerine 6nemli bir etkisi olmadigini bildirmektedirler. Bagka bir ¢alismada
ratlara 20 mg/kg/gin NaF verilmesi sonucunda kontrol grubuna goére kronik
florozis’li grubun serum HDL diizeylerinin azalmasina karsilik LDL diizeylerinin
artmis oldugu ifade edilmektedir (175). Dogal florozis’li koyunlarda (idrar flor
duzeyi 48.7+10.6 ppm) yapilan bir ¢alismada florozis’in serum total trigliserid, total
kolesterol, VLDL ve LDL diizeylerinde artisa neden olmasina karsilik, HDL
degerlerinde 6nemli bir degisiklige sebep olmadigi bildirilmektedir (76). Yine
florozis’li sigirlarin kolesterol diizeylerinde azalma oldugu rapor edilmektedir (100).
Kronik flor maruziyetinde degisen serum Kkolesterol ve trigliserid dizeylerinin
ozellikle trigliserid lipaz ve bazi spesifik olmayan esterazlarin enzim aktiviteleri
Uzerindeki etkilerinden kaynaklanabilecegi belirtilmektedir (154, 175). Bir esteraz
olan PON1, lipid metbolizmasinda lipoproteinleri oksidasyondan koruyan, Ca*
diizeylerine duyarli ve HDL’yi baglayan bir enzimdir (68). Lipid peroksitleri ve
H,0, gibi potent oksidan yapilar1 enzimatik reaksiyonlarda substrat olarak
kullanabilme 6zelligi tasimaktadir (14, 148). H,0, ozellikle aterogenezis sirasinda
arter duvar1 endotelinde olusan major bir reaktif oksijen bilesikleri tirii olup, LDL
oksidasyonuna yol acarak daha potent oksidatif {iriinlerin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Bu sebeple PONI1’in H,O;’i hidrolize edebilmesi, 0zellikle potent
oksidan yapilarin ortadan kaldirilmasinda onemlidir (148). Serum kolesterol
diizeylerinin artmasi nedeni ile LDL’nin daha hizli bir sekilde okside olabilecegi ve
buna bagli olarak PON aktivitesinin de azalacagi kaydedilmektedir (36). Aviram ve
ark. (12) p-hidroksimerkuribenzoat (PHMB) ve iyodoasetat gibi PON1
inhibitorlerinin - LDL  oksidasyonunu artirici  etkilere neden  olduklarini
belirtmektedirler. LDL oksidasyonundaki artig, PON ihibitorleri ve lipid peroksitlerin
varliginda enzimin serbest siilfidril gruplarindaki azalmaya baglanmistir.
Calismamizda PON aktivitesinin NaF grubunda azaldigi, EA+NaF grubunda ise
sadece NaF uygulamasi yapilan gruba gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide arttigi

belirlendi (P<0.001). Elde ettigimiz bulgular 1s1ginda florozis’li canlilarda EA’nin,
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PON aktivitesinin korunmasinda 6nemli bir fenolik bilesik olabilecegi kanaatine

varildi.

Fenolik bir bilesik olan EA, oksijen ve hidroksil radikalleri ile birlikte lipid
peroksidasyonuna karsi antioksidatif 6zellik gostermektedir (102, 195). Diyette
bulunan fenolik bilesiklerin, makrofajlar araciligiyla meydana gelen LDL
oksidasyonunu 6nemli 6lcude inhibe ettigi bildirilmektedir (61) . Dogal olarak olusan
katesinin arterial hiicre duvarinda Cu*? ile olusan LDL oksidasyonunu inhibe ettigi
kaydedilmektedir (158). Ratlarda alkol ile baslatilan toksisite esnasinda uygulanan
EA’nin Zn*? seviyelerini artirdigi fakat Cu*? seviyelerini azalttigi bildirilmektedir
(63). Kolestatik ratlarda yapilan bir ¢calismada EA’in karaciger, serum Zn*? ve Cu*
seviyeleri iizerinde modiilator bir etkiye sahip oldugu belirtilmekte olup, bu nedenle
EA’in kemoprotektif bir ajan olarak etkili olabilecegi 6ngoriilmektedir (92). Dogal
bir antioksidan olan vitamin C suplementasyonunun da PON aktivitesini arttirdig
rapor edilmektedir (108). Jesup ve ark.’nin (109) yaptiklar bir ¢alismada ise LDL
oksidasyonunun, endojen lipofilik antioksidanlarin (vitamin E, B-karoten ve likopen
vb) azalmasindan sonra bagladigi bildirilmektedir. Yine EA’nin, sican karaciger
mikrozomal sistemlerinde lipid oksidasyonunu onledigi, ancak LDL oksidasyonuna
kars1 zayif bir inhibitér oldugu belirtilmistir (168). Yapilan baska bir ¢alismada
serum PON aktivitesinin HDL ve Ca'? diizeyleri ile pozitif korelasyon gosterdigi,
PON1 ve HDL’nin antioksidatif etkilerinin Ca™ bagimli reaksiyonlara ihtiyag
duydugu kaydedilmektedir (16). Calismamizda plazma PON aktivitesi ile Ca*?
diizeyleri arasinda pozitif (r= 390; P<0.05) korelasyonun oldugu belirlenirken, PON
aktivitesi ve HDL diizeyleri arasinda benzer bir iliskisinin bulunmadigi
gozlemlenmistir. EA verilen farelerin plazma HDL, LDL ve VLDL dizeylerinde
gruplar arasinda istatistiksel olarak farklar tespit edilmemistir. Bunun PONZ1’in bazal
ve arilesteraz aktivitelerine ilaveten farkli Ozgiilliikte laktonaz aktivitesine sahip
olmasindan kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz (68). EA, kimyasal yapisinda iki
lakton halkasi bulundurmasi sebebiyle serbest halde iken hidrojen tutucu Ozellikte
olup (17), yine bu yapisi sebebiyle kan dolasiminda laktonaz aktivitesi de gosteren
PON1 tarafindan hidrolize edilebilmektedir (68). Ayrica, EA’nin glukuronil
konjugatlar halinde viicuttan atilmasina bagli olarak lipolitik reaksiyonlar1 artiran bir

etkinin olusabilecegi kanisini tasimaktayiz (205).



79

Florotik bireylerde ve deneysel akut florozis’te adrenal medulladan epinefrin
sekresyonu uyarilmakta ve serum Kkatekolamin dizeylerinin artmakta oldugu
bildirilmektedir (164, 170). Birkner ve ark.’nin (26) yapmus olduklari bir ¢alismada
50 glnlik uygulama sonrasi alinan kan Orneklerinde serum glukoz
konsantrasyonunun 6nemsiz oranda artmis oldugu kaydedilmektedir. 17 gun sure ile
diyetlerinde 450 ppm NaF bulunan ratlar ile yapilan bir ¢alismada ise karaciger
glukoz dlzeylerinin flor verilen grupta kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
o6nemli derecede azaldigi bildirilmektedir (211). Motta ve ark. (174) tarafindan 10
mg/kg NaF enjeksiyonu yapilan deney grubu ratlarndan 1, 3, 6 ve 12 saat sonra
alman kan orneklerinin glukoz duzeylerinin sirasiyla 108.42+8.40, 101.38+11.51,
78.00£5.16 ve 67.78+£3.97 mg/dL oldugu, sadece NaCl enjeksiyonu yapilan kontrol
grubu ratlarindan 1, 3, 6 ve 12 saat sonra alinan kan drneklerinin glukoz duzeylerinin
ise sirastyla 74.82+6.38, 72.75+4.89, 74.00+4.90 ve 65.98+1.03 mg/dL oldugu
bildirilmektedir. Kisa sureli uygulama yapilan bu calismada 1. ve 3. saatler
sonrasinda kan glukoz dlzeylerinin kontrol grubuna gére NaF verilen grupta hizla
artmasmin (P<0.01) sebebi, flor iyonunun submandibular bezlerde ilerleyerek adenil
siklaz1 aktiflestirmesine baglanmistir (174). Calismamizda deneysel kronik florozis
olusturulmus ve EA verilen gruplarda bulunan farelerin plazma glukoz dizeylerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli derecede diisiik (P<0.001) oldugu
tespit edildi. Gozlemlenen hipoglisemi durumu, flor’'un glukoz dizeyleri lzerine

etkilerinin arastirildig1 diger ¢alismalar ile uyum gostermektedir (18, 174, 211).

Enerji metabolizmasi bakimindan enolaz ve piruvat dekarboksilaz enzimlerinin flor
Iyonu tarafindan inhibisyonu ile glikoliz ve sitrik asit dongusu bloke olabilecegi igin
vicutta enerji dengesi ve glukoz kullanirminin yeniden dizenlenmesi
gerekebilmektedir (134, 240). igme sularinda 60 giin sire ile 50 ppm flor iyonu
verilen ratlarda, sitrik asit dongustnde fonksiyonu olan oksaloasetat diizeylerinin
azaldig1 ve oksaloasetat sentezinin piruvat dekarboksilaz enziminin baskilanmasi
nedeniyle engellenmis olabilecegi belirtilmektedir (134). Calismamizda plazma
glukoz dizeyleri ile HDL, VLDL ve trigliserid dlzeyleri arasinda yiksek pozitif
(sirastyla r= 0.539; r= 0.552; r= 0.550; P<0.01) bir korelasyon iliskisi bulundugu
saptanmis olup, kronik florozis’te glukoz ve lipid parametrelerindeki (HDL, VLDL
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ve trigliserid) azalmalarin glukoz ve enerji kaynaklarmin kullanimi ile ilgili

metabolik degisiklerden kaynaklanabilecegi fikrini paylasmaktayiz (74, 237).

Flor iyonunun, hiicre membranlarini kolay bir sekilde gecerek karaciger, bobrek ve
beyin gibi yumusak dokularda fonksiyon bozukluklarina neden oldugu rapor
edilmektedir (28, 103). Gebeligin 15. giiniinden dogumdan sonraki 14. giine kadar
igme suyu vasitastyla 500 ppm NaF uygulanan farelerin karaciger dokusunda genel
olarak balonumsu dejenerasyon, hepatik lobullerde mononikleer hicrelerin
infiltrasyonu ve nekroz gibi dejeneratif ve nekrotik degisikliklerin olustugu
bildirilmektedir (28). Diyet ile 3 ay 20 mg/kg/giin NaF verilen ratlarin karaciger
dokularinda zonal nekroz ve hepatosit niikleuslarinda piknoz belirlendigi
kaydedilmektedir (135). Bir calismada da oral yolla NaF verilen tavsanlarin
karacigerinde belirgin nekrotik bolgelerin  olustugu bildirilmektedir  (239).
Calismamizda karaciger dokularinin histopatolojik incelemelerinde kontrol, DMSO
ve EA gruplarinda 6nemli bir patolojik degisiklige rastlanmazken (Resim 3.1). 8
hafta siireyle oral yolla 25 mg/L sadece flor verilen ¢alisma grubundaki deneklerde
hepatositlerde hidropik veya balonumsu dejenerasyon, periasiner ve midzonal
bolgelerde daha belirgin olmak Uzere fokal nekrozlar ile stinozoidlerde dissosiasyon
tespit edilmistir (Resim 3.2 ve 3.3). Ayrica bazi hepatositlerin ¢ekirdeklerinde
biiytime, ¢ift ¢ekirdek olusumu ve piknoz ile parankimdeki Kupffer hicrelerinde
proliferasyon ve mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 gézlenmistir (Resim 3.2 ve 3.3).
Kronik florozis’te karacigerde tespit ettigimiz bu patolojik bulgular daha o6nce
yapilmis olan florozis ¢alismalari ile (28, 135, 239) tutarlilik gostermektedir. Sadece
EA verilen grubun karacigerinde hafif derecede dejenerasyon bulundugu
saptanmistir (Resim 3.4 ve 3.5). Flor ile birlikte EA verilen ¢alisma grubunda s6z
konusu bu patolojik degisikliklerin sayisinda ve siddetinde belirgin bir azalma
meydana geldigi goriildi ve bu durum flor hepatoksisitesine karst EA’nin

hepatoprotektif nitelikte olabilecegi fikrinin olugsmasina neden oldu.

Kronik florozis’li canlilar ile ilgili olan ¢alismalarda bobrek dokusunda glomerular
ve tubiiler fonksiyon bozukluklarinin olustugu rapor edilmektedir (90, 198, 257).
Domuzlara 50 gun boyunca diyet yoluyla 100 ve 250 mg/kg NaF verilmesinin

bobrek dokusunda nekroz ve tubtler dilatasyon gibi histopatolojik bulgulara ve artan
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laktat dehidrojenaz (LDH) aktivitesi gibi biyokimyasal degisimlere neden oldugu
bildirilmektedir (257). Siganlarda iki nesil boyunca yapilan bir ¢alismada, galisma
stiresi boyunca her iki nesildeki deneklere 100 ve 150 ppm florlu igme suyu verilmis
ve ikinci nesil yavrularin Ggtncl aylarinda yaptiklar1 histopatolojik incelemelerde,
bobrek ve karaciger dokularinda kontrol gruplarina gore belirgin farkliliklar olustugu
kaydedilmektedir (119). Ayrica bobrek dokusunda, tubullerde dejeneratif
degisiklikler ile anormal kromatinli diizensiz ¢ekirdekli hiicreler, karacigerde portal
alanda safra kanali proliferasyonu ve fibrozis, lobiil periferinde fokal hucresel
infiltrasyon, sintzoidal kapillerde dilatasyon ve hepatosit cekirdeklerinde
heterokromazi gozlemlendigi rapor edilmektedir (119). Calismamizda renal dokunun
histopatolojik incelemelerinde kontrol, DMSO ve EA gruplarinda organlarin
morfolojik yapisinin benzer nitelikte ve normal yapida oldugu goriildii (Resim 3.6).
Sadece flor verilen grupta daha ¢ok proksimal tubtllerde olmak Gzere tim tubil
epitel hiicrelerinde hidropik dejenerasyon, yer yer nekroz ile tubil limenlerinde
dilatasyon ve hiyalin sislindirlerine rastland1 (Resim 3.7). Flor ile birlikte EA verilen
grupta, flor verilen gruba kiyasla dejenerasyonun siddetinde azalma oldugu tespit
edilirken, bu grupta nekroza ise hi¢ rastlanmadi (Resim 3.7 ve 3.8). Bu histopatolojik
bulgular ile fare, rat, domuz ve tavsanlar iizerinde yapilan baska ¢alismalardan elde
edilen sonuclar uyum gostermektedir (90, 136, 198, 210, 214, 225, 257). Calismada
arasgtirilan biyokimyasal parametreler ile bobrek dokusunun histopatolojik inceleme

bulgularinin da tutarli oldugu saptandi.
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Sonug olarak bu ¢alismada,

1-

Kronik florozis’li farelerde plazma PON aktivitesi, LSA, kalsiyum, total
kolesterol, trigliserid, HDL, VLDL ve glukoz dizeyleri ile tam kan GSH
duzeylerinde azalma, plazma MDA duzeylerinde artis, karaciger ve bObrekte
ise doku hasarinin meydana geldigi,

Kronik flor iyonu maruziyetinde EA uygulamasinin, plazma kalsiyum, PON
aktivitesi, total kolesterol ve tam kan GSH diizeylerinde artisa neden oldugu,
EA’nin, kronik florozis’te oksidan ve antioksidan dengesinin saglanmasi ve
doku hasarinin engellemesi bakimindan koruyucu olabilecegi,

EA’nin  kronik florozis’li  canlilarda enerji dengesi ve biyosentez
reaksiyonlarindaki etkileri (zerine daha ileri ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi

kanaatine varildi.
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5.0ZET

Bu ¢alismada, deneysel kronik florozis olusturulan farelerin paraoksonaz (PON)
aktivitesi, sialik asit (LSA) ve oksidatif stres parametrelerinden malondialdehit
(MDA) ve redukte glutatyon (GSH) dulzeyleri ile lipid profilinde meydana

gelebilecek degisiklere karsi EA’nin etkisinin aragtirilmasi amaglandi.

Deneysel uygulamalar, 8 hafta siire ile 5 esit gruba ayrilan 35 adet erkek Swiss
albino fareleri tizerinde yapildi. Grup I i¢in herhangi bir deneysel uygulama yapilmaz
iken grup II igin deri alt1 yolla % 0.02 dimetilsulfoksit (DMSO) injeksiyonu, grup 11
icin deri alt1 yolla 10 mg/kg/giin EA injeksiyonu, grup IV icin oral yolla 25
ppm/fare/gin sodyum florid (NaF) ve grup V i¢in hem NaF uygulamasi hem de EA
injeksiyonu yapildi. Elde edilen kan orneklerinde plazma LSA, MDA ve PON
aktivitesi ile tam kan GSH dizeyleri spektrofotometrik olarak analiz edildi. Plazma
kalsiyum, total kolesterol, trigliserid, HDL, VLDL, LDL ve glukoz duzeyleri
otoanalizor ile o6lguldii. Otenaziyi takiben, deneklerden elde edilen karaciger ve

bobrek drnekleri hispatolojik olarak degerlendirildi.

MDA duzeylerinin, grup 1V’de diger gruplara gore 6nemli oranda yiiksek (P<0.05),
GSH ve PON aktivitesi duzeylerinin ise disiik (P<0.001) oldugu saptandi. Grup
V’de GSH ve PON aktivitesi dlzeylerinin grup 1V’e gore anlamli derecede artmis
(P<0.001) oldugu bulundu. LSA diizeylerinin, kontrol grubuna gére grup 1V ve V’de

istatistiksel olarak anlamli derecede azalmig (P<0.001) oldugu belirlendi.

Sonug olarak; deneysel kronik florozis’te plazma LSA, PON, kalsiyum ve glukoz
duzeyleri ile tam kan GSH dizeylerinde azalma, MDA duzeylerinde artis ve lipid
profilinde degisikliklere ilaveten karaciger ve bobrekte hicresel dejenerasyonlar
meydana geldigi tespit edilmis olup, kronik florozis’te EA’nin koruyucu 6zellikte
oldugu belirlendi.

Anahtar Sozcukler: Florozis, Ellagik Asit, Paraoksonaz, Sialik Asit, Oksidatif Stres
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6. ABSTRACT

In this study, in mice with experimentally chronic fluorosis was designed to
investigate of effect of ellagic acid (EA) on lipid profiles with levels of paraoxonase
(PON) activity, sialic acid (LSA), malondialdehyde (MDA) and reduced glutation
(GSH).

Experiments were carried out on male 35 Swiss albino mice divided into 5 equal
groups for 8 weeks. The mice in group | (control) was not applied experimental
operation. It was applied to subcutaneously 0.02% dimethylsulfoxide (DMSO)
injection to the mice in group Il and subcutaneously 10 mg/kg/day ellagic acid
injection (EA) to mice in group Il and orally 25 mg/L NaF to the mice in group IV.

The mice in group V was applied to both EA injection and NaF application.

On the blood samples obtained at the end of the experimental periods was analyzed
spectrophotometrically to plasma MDA, LSA, PON activity and all blood GSH
levels. Plasma calcium, glucose, total cholesterol, triglyceride, high density
lipoprotein (HDL), very low density lipoprotein (VLDL) and low density lipoprotein
(LDL) levels were measured by autoanalyzer. Following euthanasia, liver and kidney
tissues obtained from subjects were also evaluated in terms of histopathologic.

MDA levels were detected significantly higher in group 1V compared to other groups
(P<0.05). Levels of GSH and PON activity of group IV were lower compared to
control and other groups (P<0.001). Levels of PON activity and GSH of group V
were increased compared to group IV (P<0.001). LSA levels of group IV and V

were lower than control group (P<0.001).

As a result, in experimental chronic fluorosis was detected to decrease in levels of
plasma LSA, PON activity, calcium and glucose and all blood GSH and increase in
levels of plasma MDA and changes on lipid profiles and cellular degenerations in
liver and kidney. EA in fluorosis was determined that was protective in terms of

investigated parameters.

Key Words: Fluorosis, Ellagic Acid, Paraoxonase, Sialic Acid, Oxidative Stress
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