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Canlilar igin bir iz element olan flor diglerin gelisim sireci icerisinde sistemik
yolla alinarak dig yapisina girer. Hava, toprak ve suda mevcut olup, en fazla
alinma yolu sudur. Dig gUrimelerine karsi suyla alinmast gerekli miktar 1
ppm’dir. Bu diizeyden fazla ve strekli alinmasi durumunda fior zehirlenmesi
adi verilen “Florozis® meydana gelmektedir.

Florozis; toprakta ve suda ylksek konsantrasyonda flor bulunan volkanik
bélgelerde, endiistriyel flor atiginin fazla bulundugu alanlarda endemik olarak
ortaya ¢ikmaktadir.

Ulkemizde, Isparta ve yéresinde, Samsun ili cevresinde Vezirképril ve Havza
ilcelerinde, ig Anadolu Béligesinde Eskigehir ili Beylikova ilcesi Kizilcadren
kbéylinde, Kirsehir ili Kaman ilgcesi Bayindir kéyinde, Dodu Anadolu
Béigesinde volkanik bdlge olan Tendirek Daginin ¢evresindeki Agn ili
Dogubeyazit ilcesinde, Van ili Muradiye ilgesinde, Elazi§ ili Keban ilgesinde
dogal volkanik arazi ve flor rezervlerinin bulunusu sebebi ile uzun yillardan
beri endemik florozis goérlimektedir. Ayrica alliminyum fabrikasinin
bulundugu Konya-Seydisehir ve tugla ve kiremit fabrikalarinin bulundugu
Elazi§ Hicret Mahallesi ve Sivrice iigesinde, Mugla-Yatagan bolgesinde de

endustriyel florozise rastlanmistir.

Ancak, Ulkemizde florozis olgularinin gergek durumhnu saptama ydéninden,
yeteri kadar bir tarama ve yoklama yapilarak gergek durum ortaya konabilmis
degildir. Ulkemizin volkanik olugsumlar ve fosfat yataklarinca zengin olugu g6z
O6nilinde tutulursa heniiz ortaya ¢ikartiimamisg zehirflenme odaklarinin

bulunmasi olasili§) fazladir.



Endemik florozis gériilen bblgelerdeki koyun ve sigirlarin dislerinin birkag yil
icinde aginip dékilmesi sebebi ile yeteri kadar gida alamadiklarindan et, st
ve yapagilarinin hem miktari azalmakta hem de kalitesi digmektedir. Ayrica
enzim inhibitéri veya aktivatéri olarak ve vicuttaki organik elementlerin
dengesini bozarak metabolizmayi olumsuz etkilemektedir. Hayvanlar elden
cikariimakta, bu da Turkiye'de hayvancuhk sektériine darbe vurmakiadir.

Organizmaya disandan zehir dizeyinde maddeler alindiginda antioksidan
sistem harekete gegmektedir. Fakat hangi duzeylerde, hangi antioksidan
maddenin aktive veya inhibe oldugu konusunda gesitli gorugler vardir,

Literatir taramalarinda ¢ogunlukla kendi dogal ortami icinde fazla miktarda
flor alan hayvanlara ait biyolojik meteryallerle ¢ahigilmig, kontollli deneysel
calismalara ise ¢ok az sayida rastlan'r;ri“lstlr. Bu c¢alismada ise deneysel
kronik florozis olugturuimug Tuj irki koyunlarda CAT, SOD ve GSH-PXin

aktivitelerinin aragtiriimasi amagcianmigtir.



1. GIRIS VE GENEL BILGILER
1.1. Florun Kimyasal Ozellikleri

Flor, periyodik sistemin halojenier sinifindan olan VII A grubu elementidir.
Atom numaras! 9, atom agirhdi 19, proton ve elektron sayisi 9, nétron sayisi
10’dur. Kristal yapisi kibiktir ve 1886’da Joseph Henri Moisson tarafindan
bulunmustur. Agik sart renkte oldukg¢a toksik ve asindirici etkiye sahiptir
(31,82). Kimyasal olarak en aktif ve en elektronegatif elementtir ve dodada
her yerde bulunur (31,78). Diger halojenlerle (lyot, Klor, Brom) cok kolaylikla
yer degistirerek onlarin yerini alabilir (31).

Flor bilesiklerinden bazilarinin yapisi ve 6zellikleri (86)
Mol.agirhgi % F iceridi C6zinme durumu

CaF, Kalsiyum flortr (fiorospar) 78,08 48,67 Suda pratik olarak ¢gézinmez
CaPOsF  Kalsiyum florofosfat 138,06 13,76 Suda az ¢dzunir
NaBF, Sodyum floborat 109,82 69,21 Suda az ¢dzUnir
AlF; Aluminyum flor{ir 83,98 67,87 Suda az ¢odzinur
NaF Sodyum florlr 42 45,24 Suda az ¢ézindr

1.2. Flor Kaynaklarn ve Kullanildig: Alanlar

Toprak, su, atmosfer, bitkisel ve hayvansal dokularda degisik yogunluklarda
bulunan ve Universal bir halojen olan flor (35,95), yer kabugunun olugsumuna
katllan teme! elementlerden birisidir (86) ve volkanik bdlgelerdeki su-
kaynaklar yiiksek oranda flor ihtiva etmektedir (10,81). Fosfat kayalarinin
(flor yodunlugu % 3-4) bulundugu Ulkelerde; Cezayir, Cin, lzlanda, Kuzey-
Giliney Amerika (86), Hindistan (9), Yeni Zelanda (61), Moldova (90,95),
Utah, ldoho (62), Meksika (70,77) gibi genis bolgelerdeki toprakiarda flor
icerigi % 0,05 ve 6zellikle yer alti sularinda 15 ppm’e kadar gikabilmektedir
(86). Florid kémir madenlerinin ve endistriyel bélgelerin gevresindeki genig
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alanlarda da gbzlenir (9). Dogada serbest halde bulunmaz. Baglica bulunusg
§ekillerii florospor, kriyolit, spotit, topaz, taurmalin ve mikadir . ll. Dinya
Savasgina kadar yaygin olmayan flor Gretimi gerek atom bombasi yapimi,
gerekse uranyum madeninin ¢ikariimas: sirasinda ihtiya¢ duyulmasi sebebi

ile hizlanmigtir (31).

Demir-gelik ve ddkiim, aluminyum, cam, seramik, tugla-kiremit, petrokimya
sanayi i$ kollarinda faaliyet gdsteren fabrikalar, petrol Grlnleri, siiper fosfat
fabrikalari, termik santraller, pestisid fabrikalari, uranyum tesisleri, demir tag:
kalsinasyonu, boya uretimi, petrol rafinerileri, arag emdisiyonlari, teflon tava
fabrikalari, ilag sanayi (prozac, anestezikler), kémir madeni isletmeciligi
endi]striyel flor kaynaklari  olarak  dnemli- rol  oynamaktadir
(21,31,41,64,73,87).

Yiksek oranda  flor iceren minerallerle galisan bazi metalurji dallarinda
uygulanan yiuksek 1s1 sonucunda artik ve kagaklar geklinde flor bilesikleri
agida ctkarak, baca gazlarn, toz ve duman halinde sanayi kuruluglan
cevresindeki bitkilerin ve agik su kaynaklarinin kirlenmesine yol agar. Bu tir
baca artiklari bazen meteorolojik olaylarla gok uzak mesafelere surikienmek
suretiyle oldukga genis bir alani kirletebilmektedir (87).

1.3. Flor Metabolizmast
1.3.1. Viicuda Alinmasi ve Emilimi

Florun vicuda alinmasi inhalasyon, g¢esitli ilaglar, yiyecek ve su ile
olmaktadir.

1. Inhalasyon: Flor igeren topragin tozu, endistri gazlan, yanmig kémir ve
volkanik gaziar en énemli kaynaklardir (60,86). Atmosferdeki flor hidrojen
florir olarak bulunur ve akcigerden hizla emilir (32,86). Bu yolla emilim
gastrointestinal kanala gére gok daha hizlidir (69).



2. Ilag!ar: Anestezide kullanilan ve flor iceren organik molekilierin
biotransformasyonu sonucu agiga ¢ikabildigi gibi (Methoksifluran, halotan,
enfluron, prozoc) antihelmintiklerle de alinabilir (32,87).

3. Yiyecekler: Yiyeceklerde bulunan flor miktan 0,01-1,0 mg/kg arasinda
degisiklik gosterir. Yiksek dizeyde flor iceren deniz sularindan gikanian
oriinler ve ¢ay en fazla flor alimina neden oiabilecek besinlerdir. Ingiltere’de
yapilan bir galismada igime hazir olan gaydaki flor miktarinin 0,4-2,8 mgl/lt
oldugu saptanmistir (31,32).

4. Su: Dodadaki florun ana kaynad! volkanik kayalardir ve bu bélgelerdeki
kaynak sulan yitksek oranda flor igerir (32,60). Suyun kaynatiimas ile florun
yaklagik % 50’si kaybolur. Yumusak ya da az mineralize sularda daha fazla,
sert ya da yogun mineralize sularda ise daha az flor vardir. Suyun igerisinde
bulunan klor ve sodyum bikarbonat kayalardan florun ¢éziinmesine sebep

oldugundan bu tip sulardaki flor miktari yuksektir.

insanlar igin en 8nemli flor kaynad! sudur. Yetersiz alimina bagh dis ¢lirikleri
veya asin alimina bagl florozis sekillenebilir (32). Her bir bireye gbre maruz
kalinabilecek flor dozu alinan su miktarina, sudaki flor konsantrasyonuna ve

vicut agirhgina goére degisir (70).

Oral yolla alinan florun yaklagik %90’indan fazlasi mideden ilk yarim saat
icerisinde emilir (32,35,86). Cozinebilir flor bilesikleri (sodyum florlr ve
sodyum florosilikat gibi) adizdan verildikten sonra daha iyi emilebilirken, daha
az ¢bziinen flor biiegikleri (kriyolit, florospar gibi) ise orta derecede emilirler
(86). Ust gastrik sistemden bu denli hizla emilmesi, intoksikasyonlarda
tedaviye yaklagim ve yaklagim zamanlamasini planlamada énem tasir (32).

Florun sindirim sisteminden emilimini, alinan besinlerdeki Ca*, Mg*, Fe™,
Al iyonlan etkiler. Bunlar flor iyonlan ile duslk eriyebilirlige sahip
kompleksler olugturarak, flor emilimini geciktirirler (55). AI** ve Ca*? florun



mide barsak kanalindan emilimini engeller (32,55). Nitekim florla birlikte
ali)minyﬁm silfat verilen koyunlarda serum, idrar, kemik ve digkidaki flor
miktarimin  distaga (43), karaciger ve bdbreklerdeki patolojik lezyoniarin
azaldidi rapor edilmistir (42).

1.3.2. Plazmada Flor

Gastrointestinal kanaldan veya akcigerlerden alinan florun %901 albumine
bagdlt halde kan dolagiminda bulunurken %10’u ise biyolojik olarak aktif
iyonize formdadir ve iyon seklindeki flor nemli bir role sahiptir (76). lyonize
formu spesifik elektrotlarla tayin edilebilirken non-iyonize yani bagl formu
tespit edilemez (32,48). lyonize ve baglh formlarin toplam miktar, total
plazma floru olarak adiandirilir. lyonik ve total flor miktari arasindaki fark non-

iyonik formun miktarini yansitir (32).

Saglhkh bireylerde serum veya plazma flor konsantrasyonu 10-200 pg/L,
eritrositlerde 450 pg/L'dir (35). igme sularindaki flor diizeyi 2,0 ppm'in altinda
olan yérelerde plazma non-iyonik flor miktari daha yiksektir. Florozisin erken
dénemlerinde non-iyonik formu azalirken iyonik formda artma oldugu
kaydedilmistir (48). Flor dizeyi 5,6 ppm'in {zerine ¢ikinca plazmada iyonik
formun daha da yiksek degerlere ulagmasiyla flor alimi artsa bile non-iyonik
formun konsantrasyonunda bir artis oimadigini géstermektedir (32).

1.3.3. Florun Birikimi ve Atilmasi

Yapilan galigmalaria dig ¢irumelerini 6nlemek icin gunlik flor miktarinin 0,1
mg/kg1 agmayacak sekilde olmasi gerektigi bildirilmigtir (32). Dinya Saglik
Orgitiiniin  (WHO) destekledidi sulardaki flor konsantrasyonu 1 ppm
diizeyindedir (6,29).



V[‘quda: alinan flor hizla hicre membranindan gegerek en fazla dis ve
kemikler olmak (zere iskelet, kalp kasi, karaciger, deri ve eritrositlere dagilir.

(35,78).

En énemli atihm yolu bdbreklerdir (35,87) ve ¢ok yavag bir hizla atiir (87).
Alkali idrardaki flor atilimi daha fazla olur (32). Memeler florun siite gegisini
sinirlayan biyolojik bir engel gbrevi yaparlar. Bu nedenle hayvanlardan elde
edilen sitler, yem ve sulardaki flor varhgindan cok az etkilenir (87).
insanlarda yapilan ¢aligmalarda anne siitinde bulunan flor miktarinin ¢ok
dasik oldugu tespit edilmistir (32). Sitteki bu flor sindirim kanalindan kolay
emilemez (86). Flor fétusta zararli etkiler yapabilecek élciilerde plasentadan
da gecmez fakat bu tire bagh degisebilir (87). Fransa’da yapilan bir
caligmada gebelidi sirasinda flor tableti verilen annelerin fétuslarinda daha
yitksek flor konsantrasyonu bulundugu ve florun transplasental yolia bebege
gecebildigi gbsterilmigtir. Ayrica gebeligin 3-4. ayindan sonra flor kullanan
annelerin bebeklerinin daha saghkl diglere sahip oldugu tespit edilmigtir (32).
Sally ve ark.’nin (98) gebe koyunlar Gzerinde yaptiklari galismada da siite ve

plasentaya gegis tespit edilmigtir.
1.4. Flor Zehirlenmesi (Florozis)

Florun fazla alimi sonucu bir takim klinik semptomiar gézlenir ki bu durumda
florozis sekillenir. Florun letal dozu insanlar igin  70-140 mg/kg'dir. %2'lik
konsantrasyondaki flor soliisyonlarinin oral yoldan alimi akut mukozal hiicre
6limine yol agar (32). Florun zehirlilidi;

1. Bilesigin tipi ve ¢dzinlriigune
Alinan miktarina
Maruz kalma siiresine
Hayvanin tirl ve yagina
Vicuttan atilma hizina

S S

Beslenme sekline



7. Soguk, kuraklik, bireysel duyarlihik gibi ¢esitli faktériere bagl olarak
degisiklik gsterir (86).

Endemik florozis yetersiz beslenen toplumlarda daha siklikla gdziemienir
(18). Flora en duyarl hayvanlar sirasiyla sigir (buzagi ve siit inekleri), koyun
ve atlar (81,86,87), en direngli hayvanlar ise kanathlardir (84).

Deneysel olarak incelenen bilesikler arasinda sodyum florlr, sodyum
florosilikat ve atmosferik bulagmayla bitkilerde depolanan florlu bilegikler en
fazla zehirli, kalsiyum florr (florospar) ise en az zehirli bilesikler olarak
belirlenmiglerdir (86,87).

Flor alimina bagh zehirlenmeler akut ve kronik olarak iki farkh gekilde olugur
(32,86,87).

1.4.1. Akut Florozis

Akut zehirlenme genellikle bir kaza sonucu olarak sodyum floroasetat gibi
rodentisid zehirlerin, sodyum florosilikat, sodyum floriir ve agin derecede
flora bulagsmig su, bitki ve yemlerin fazla miktarda alinmasiyla ortaya ¢ikar.
Akut zehirlenmeler yoniinden 6zellikle sodyum floroasetat ve sodyum floriir
tehlikeli bilesikler olarak kabul edilmektedir (87). Bu tiirden zehirlenmelere en
fazla domuziarda sodyumn florir kullaniimasi nedeni ile rastlanmigtir.
Antelmentik amaglarla % 4-5 oraninda yemlere karigtirilarak verilen bu bilesik
siddetli toksik etki yapar. Domuziar igin hazirlanmig yemlerin inekler
tarafindan yenilmesiyle de zehirlenme kazalar olmaktadir. Sodyum
~ florosilikatin pestisid amaglaria kullaniimas: sonucu ¢iftik hayvanlarinda
azimsanmayacak siklikla zehirlenmelerle karsilagilir.

Akut zehirlenmeye yol agacak &lgilerde alinan sodyum floroasetat ve
sodyum floriir, anaerobik glikolizis enzimierini, kolinesteraz, lipaz, fosfataz
enzimlerini inhibisyona ugratir. Magnezyum ve ¢inko iceren enzimleri, doku



solunumunu bozar (32). Hizla geligen metabolik bozukiuklar 6lime yol agar
(87). Florun kalsiyuma kargi gbsterdigi yuksek ilgi sonucu kanin pihtilagsma
kapasitesi azalir, hizla geligen hipokalsemiye baglh olarak konviisiyonlar
goraldr (32,86).

Agizdan alinan florun asiri yakici ve irkiltici etkisine, mide sivisindaki HClI ile
reaksiyona girerek olusturdugu hidrojen florirlin irritan etkisine bagli olarak
kusma, karin sancisi, ishal, gastroenterit, kas zayifligi, fibriler titreme, arka
ayaklarda parezi, halsizlik, konvilsiyoniar §eklinde‘ semptomlar goralir
(32,87). Siddetli olaylarda zehrin alinmasindan birkag saat sonra kollaps ve
6lim meydana gelir. Florosilikatla zehirlenmis koyunlarda salivasyon,
durgunluk, dispne, klonik konviilsiyonlar ve kalp hizinda artma goriildigi
kaydedilmistir (87). Yapilan bir caligmada koyunlarin 15 ppm dozunda NaF
ile zehirlenmesi sonucu gézlerde solukluk, eritrosit ve hemoglobin sayisinda
azalma goéralmiastar (92). Diger bir akut zehirlenmede koyunlann
histopatolojik incelenmesinde; karaciger, bébrek, rumen, kalp, akciger, beyin,
bébrek Ustu bezleri, tiroid bezi, kemiklerde hiperemi, doku harabiyeti,
dejenerasyon, 6dem bulgular gézlendigi bildirilmistir (91).

1.4.2. Kronik Florozis

Bu zehirlenme tipi uzun siire yem ve sularla birlikte subtoksik dozlarda floriu
bilesikleri alan hayvanlarda oldukga yavas ve sinsi bir sekilde gelisen ve
daha ¢ok kemik ve dig bozukluklari ile dejeneratif artropati durumuyla kendini
gbsteren bir zehirlenme geklidir. Spontan florozis olgularina gesitli Glkelerde
fosfat kaya depozitlerinin volkanik topraklarin ve florlu sularin bulundugu
yerlerde her zaman rastlanir. Kronik florozisin dental ve sistemik olmak

izere iki tipi vardir (87).



1.4.2.1. Dental Florozis

Toksik etkinin sadece diglerde gézlendigi dental florozis ilk kez 1201 yihinda
dikkati cekmig ve bunlarin volkanik killerin suya karigmasi sonucu olustugu
ileri sUrlimugtar. 1926'da diglerdeki lekeler ile icme sulari arasindaki direkt
iliski vurgulanmis ve 1931°de lekelerin asiri flor alimina bagh oldugu hayvan
deneylerinde ispatlanmigtir (32). Florozisde dislerde meydana gelen
lezyonlara karsi sidirlar insanlardan daha az duyarlidir. Bu hayvan tirlerinde
dig lezyonlari en fazla daimi diglerde sekillenmekle beraber, diger disler de az
¢ok etkilenirler (86). Lezyonlu diglerde dis minesi parlakligint yitirir, gukurlagir,
sari-esmer bir renge biirinerek enine gizgili bir hal alir (32,106). Daha ileri
durumlarda bozulan minenin yerini koyu renkli pigmentler doldurur. Dental
florozisdeki bu tir dig lekelenmeleri 2-4 ppm diizeyinde alinan flor alimina
bagl olarak sekillenebilmektedir (14). Dislerde meydana gelen bozulmalar
dis etlerinin zarar gérmesine ve koklerin enfekte olarak alveolar periostit
sekillenmesine yol agarlar (32). Geligme agamasinda olan hayvanlarda dig
¢tkarma durur ve ergin hayvanlarda da dig strginleri geriler. Diglerde ortaya
cikan bozulma ve iltihaplanmaya bagli olarak ¢igneme hareketleri zorlagir.
Koyunlardaki dis bozukiuklant da aynen sigirlardaki gibidir. Bu dis
bozukluklar, ortaya cikan kalsiyum eksikliginden, kalsiyum-flor arasindaki
dengenin bozulmasindan ve diglerde kalsiyum apatitteki hidroksil gruplarinin
yerine florun gegerek CaF; olugturmasindan kaynaklanmaktadir (87).

1.4.2.2. Sistemik Florozis

Florun daha yiksek dozda ve uzun sireli aimi (6 ay, 1 yil veya daha uzun)
 ile sistemik florozis sekillenmektedir (32,86). [k olarak adirlik kaybi (kageksi),
siddetli olmayan bir anemi, kas geligiminde zayiflik gbzlenir (4,106).

Florozisten daha ileri dilzeyde etkilenen sidirlarda gériilen ilk semptom klinik
topalliktir. Topallama genellikle énce bir bacakta daha sonra digerlerinde
ortaya ¢ikar. Goguniukla diyagona!l topallik gérilir. Once hafif derecede



semptomlar gdsteren hayvanlarda birdenbire siddetli topallik ortaya ¢ikar. Bu
da kalgada meydana gelen kiriimanin bir belirtisi sayilir. Hasta hayvanlar
bulagsmamis bir otlaga ahinir, yemleri veya sulan degistirilirse birka¢ haftalik
siregte klinik dizelme goérilebilir.

Topalik gorillen hayvanlarda onemii iskelet deformasyonlari da gelisir.
Sternum ve alt cene kemi@i gcogunlukla buylr ve genisler. Uzun kemiklerin
diyafizlerinde ekzostozlar ve periartrikiler édem sekillenir. Eklem dizeyinde
baglayan bozukluklar tim omur eklemlerini de kapsadigindan hayvanin
hareketleri zorlagir (87). Idrar flor diizeylerine ve florozisin tipine bagh olarak
bobrek fonksiyonunun degisik derecede etkilendidi ve glomerular filtrasyon
hizinin artti§1 da bildiriimigtir (5).

Florozisli sigir ve koyunlarda tip'il%" bir semptom da tirnaklarin anormal
derecede uzamasi, uglarin yukari dogru kivriimasidir.

Hayvanlarda igtah azalir, pika ve anoreksi gekillenir, st verimi azalir (87).
Reproduktif sistemde de aksakliklar gérilir, fertilite azahr (4,27). llerlemis
oigularda tim dis ¢esitlerinde asin ve diizensiz bir aginma saptanir. Diglerde
kiriimalar ve bazilarinin da kdkten kirilarak digmuis oldugu géralar (87,108).

Nekropside karkaslar kagektik, solgun, viicut yaglarinda azalma, kemiklerde
osteoporoz ve osteopetroz gbdzlemlenir. Tebesir beyazina déonmis renkte ve
ylzeyleri purtzii haldeki kemiklerin caplan genigleyerek kalinlagmistir.
Kalsifikasyonun vyetersiz olmasi nedeniyle adirliklart azalir ve suya
daldinildiklarinda batmazlar. Kemik iligi cogunlukla eritrosit rejenerasyon
yetenegini vyitirdiginden florozis olgularinda anemi sekillenebilir (87,106),
ayrica tiroid bezinde hipertrofi (guatr) gorllebilir (14,40,87). Genellikle
fekondasyon yetenedi zayiftir (87). Sekonder ndérolojik komplikasyonlar,
parapleji, quadripleji gérilir (14,29). Ratlar (zerinde yapilan bir ¢alismada
ise kronik florozisin karaciger ve beyin néroniarinda apoptozis meydana
getirdigi bildiriimigtir (41). Sodyum florid verilen rat ve farelerde malign kemik
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kanserleri gézlemlendigi ileri striimektedir. Kronik florozisin bir bagka etkisi
de beyindeki pineal beze olanidir ki buradan melatonin Uretimini inhibe eder
(29). Kronik florozisin preskleral déneminde insanlarda, igtah kaybi, mide
agrisi, mide bulantisi, kusma, kronik ishal veya kabizhk, solunum gugliga,
6kslirtik, balgam cikarma, carpinti, eklem agrisi, romatizmal agri, yorgunluk
bas adrisi, uykusuzluk, bag dbénmesi, deride kizanklk saptandig
kaydedilmistir (96).

1.5. Floroziste Tani

Toprak ve sularda yilksek dizeyde flor bulunan alanlarda dis ve iskelet
sistemi semptomlarin gérilmesi florozis tanis! yéniinden énemilidir (86).

icme sularindaki flor diizeyinin 4,0 ppm’ den fazla veya solunan havadaki flor
diizeyinin 2,5 mg/m? tizerine ¢ikti§1 durumlarda kronik florozis gézlemlenebilir

(32).

Laboratuvar analizlerinde ise idrar ve kemiklerdeki flor diizeyleri kronik
florozisin en iyi gobstergesidir (86). Koyunlardaki normal idrar flor
konsantrasyonu 1 ppm (21), insanlardaki 1 ppm’den azdir (86). Sendil ve
Baysu (88), idrardaki flor konsantrasyonunu florozisli koyunlarda 3,80-26,6
ppm, florozisli insanlarda ise 3,80-30,61 ppm olarak bulurken, Ergiin ve ark.
(55) koyun idrarinda flor miktarimi ortalama 8,11 ppm, insan idrarinda 4,32
ppm olarak bildirmislerdir. Kegeci ve Ozdemirin (39), florozisli koyunlarda
yaptidi bir galismada idrar flor konsantrasyonunun 5 ppm’in Gzerinde oldugu
kaydedilmistir. '

Ayrica endemik florozisin erken teshisinde alkalen fosfataz (ALP), laktat
dehidrogenaz (LDH) ve hidroksibitirat dehidrogenaz (HBDA)'In aktivitesinin
kullaniimasi da éneriimektedir (25).
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Kemiklerdeki normal flor dederi 400 ppm olup, bazen 2000 ppm’e kadar
cikabilir. Florozisli hayvanlarda bu 3000 ppm ve daha yukarisidir. Diglerde
bulunan 250 ppm’lik normal flor diizeyi floroziste 5000 ppm’e ve daha
fazlasina gikabilir. insan plazmasinda flor miktari normal olarak 0,2 ppm’den
az olup, 2,6 ppm ve daha fazla miktarlari zehirlenmeyi gésterir (86). Li ve ark.
(47) da serum flor ile total flor/magnezyum orani arasinda bir korelasyon
bulundugunu ve bunun da erken tanida kullanilabilecegini 6nermislerdir .

1.6. Floroziste Enzimler

Florun enzimler (izerinde hem aktivatér, hem de inhibitdr etkisi oldugu cesitli

calismalarda gosterilmigtir (94).

Vani ve Reddy’'nin (94) farelerde yaptiklari galismada florun enerji Gretiminde,
membran bagimh ve neurotransformasyonda gérev alan enzimleri (Na*-K* -
ATPaz, Mg™-ATPaz, AchE) inhibe ettigi kaydedilmig, ayrica fare Caput ve
cauda epididimisinde ATPazn inhibe oldugu her iki ¢alismada da
gOsterilmistir (11,13).

Yuksek flor konsantrasyonlar kofaktéri Mg*? olan enzimleri inhibe
etmektedir. Enolaz, piruvat kinaz, ATPazin aktivasyonu azalirken (57,76),
hiicre ici ATP miktar ve kan glukoz diizeyinin distigdi, Zn*#nun aktive ettigi
enzimlerin ise flor tarafindan gok disik inhibisyona ugradigi kaydedilmistir

(76).

Prostetik grup olarak heme-demir igeren sitokrom ¢ peroksidaz ve katalaz
(CAT) gibi enzimler de flor tarafindan inhibe ediimektedir (76). Nitekim
hayvanlara 40 ppm diizeyinde florlu su verildijinde karaciger (2), beyin ve
kasta CAT aktivitesinde azalma oldugu rapor edilmigtir (94).

Karaciger, metabolizmanin merkezi kontrol organidir ve karaciger metabolik
aktivitesi Olgllerek fonksiyonel durum hakkinda bilgi edinilebilir. Florozis
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olgularinda plazmadaki aspartat aminotransferaz (AST) (2), LDH,
aktivitelerinde dislis oldugu bildirilirken (2,44,76) bir bagka ¢aligmada
yiksek flor konsantrasyonunda LDH aktivitesinde artma tespit edilmistir (97).
Shivashankara ve ark. (78) florozisli ¢ocuklarda, Chinoy ve ark. (12) ise
florozisli farelerde yaptiklari ¢galigmada serum alanin aminotransferaz (ALT)
ve AST aktivitesinde artma tespit etmiglerdir.

Floroziste en ¢ok incelenen enzimlerden biri olan ALP’in florozisli gocuklarda
ve yetiskinlerde aktivitesinin arttigi bildirilmistir (46,78). Kessabi ve ark. (44)
yaptiklan ¢aligmada flor dozu arttikga ALP’In aktivitesinin distagund
bildirmiglerdir.

Florozis olgularinda bu enzimlerden bagka glutamat dehidrogenaz
dehidrogenaz (SDH) aktivitesinde diigme, asit fosfataz (AcP) aktivitesinde
artma bildiritmigtir (10-12,45,94,97).

1.7. Floroziste Serbest Radikaller

Fagositik hlcrelerin (nétrofilik grantlositler, polimorf niikleer 16kositler (PMN))
immun yaniti sirasinda solunum patiamasi meydana gelmektedir. Flor da
solunum patlamasini artirmakia ve NADPH-oksidazin aktivasyonu ile -O2
‘lerinin daha fazla Uretiimesine sebep olmaktadir (75). -O2"leri direkt olarak
zarar vermez fakat. H202 kaynadi olmasi sebebi ile zararl etkileri vardir. H20>
membran lipidierinde lipid peroksidasyonuna, enzim inaktivasyonuna, DNA
hasarina neden olmaktadir (18,21,91).

Flor tarafindan stimile edilen insan PMN I6kositleri hidroksil radikali (-OH"),
‘Oz Uretirken siperoksit dismutaz (SOD) ve CAT bu etkileri ortadan
kaldiramaz (75). Ustelik yiksek flor konsantrasyonu -OH, ‘O, radikallerinin
retimini artinrken SOD’un aktivitesini de inhibe etmektedir (75,80,99).



13

Flor en reaktif elementtir ve organizmada birgok iyonun yerine gecer. Fe*?,
Haber-Weiss reaksiyonlarina katilarak H,O; ile, -O27, -OH'lerinin artmasini
saglarken, floroziste de bu radikallerin arttid1 ayrica antioksidan enzimlerin

aktivitesinde de azalma oldugu bildirilmigtir.

Flor ile inklibe edilen izole rat mast hicreleri histamin salgilar ve oksijen
radikalleri agiga ¢ikar. Flor -O2" Uretimini ¢ok fazla artinir. Romatoid artritisli
hastalarda agiga ¢itkan -O;" anti-inflamatuar ilag olan diclofenac ile
baskilanirken flor tarafindan meydana gelen -O;”’i ise baskilayamaz (75).

1.8. Reaktif Tiirler Olarak Radikaller

Atomlar, proton ve nétronlardan olugan pozitif ylkii bir g¢ekirdek ve
cekirdegin etrafinda bulunan n"ééétif yikli elektronlardan olugur. Elektroniar
hem partikdl, hem de daiga ézelligine sahip olup, ¢ekirdek etrafinda igik hizi
ile hareket ederler. Bu nedenle elektronlarin ¢ekirdek etrafindaki yeri tam
olarak tarif edilemez. Yalnizca bulunma olasiliginin en yiksek oldugu yer
olan orbitalden bahsedilebilir (103).

Kuantum kimyasina gére ancak iki elektron bir bagdin yapisina girebilir. Ayrica
iki elektronun ters dénis dogrultusunda olmasi gerekir. Yani yukariya dogru
ddnen bir elektronun esi asagiya dogru ddnen bir elektrondur. Elektron ciftleri
oldukga kararlidir ve insan vicudunun neredeyse tim elektronlan elektron

cifti halinde bulunur (26).

Radikal terimi, Latince kokenli olup, Radix (kék) kelimesinden tlremigtir.
Radikaller, dis orbitallerinde bir ya da daha fazla paylagiimamis elektron
iceren kimyasal tUrlerdir (50,52). Her tirden kimyasal ve biyokimyasal
tepkime daima atomlarin dig orbitallerindeki elekiron seviyesinde gergeklesir.
Dig orbitallerinde paylagiimamig elektron bulunmasi, s6z konusu kimyasal
tartn reaktivitesini olaganisti arttirdi§s igin radikaller, reaktivitesi gok yiiksek
olan kimyasal tlrlerdir.
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Bir bag koptugunda elektronlar ya birlikte kalir (ikisi de bir atoma katilir) ya da
aynilirlar (biri bir atoma, digeri digerine). Birlikte kalirlarsa olugan atom iyon,
ayrilirlarsa serbest radikal olur. Bu eglesmemis elektronlar ylksek enerjilidir
ve eslesmemis elektronlari ayirip iglerine engel olurlar. Bu igslem serbest
radikalleri hem tehlikeli hem de kullanigh yapar (26).

Aerobik yagsam, hiicrede metabolik iglemler sirasinda reaktif oksijen
metabolitleri ve radikalleri dogal olarak Gretir. Reaktif metabolit ve Griinlerin
biyokimyasal, fizyolojik ve farmakolojik nitelikleri arastirildikga, radikallerin rol
aldigi reaksiyonlarin zincir yapist ve radikal UGretimini artirabilecedi
gbsterilmistir. Bu toksik Oriinler pek ¢ok patolojik durumun olugumuna ve
yaygin olarak doku hasarina yol acarlar. Bu nedenle de serbest radikallerin
organizmadan uzaklastiriimasi veya (retiminin dengelenmesi hastaliklardan
korunma ve direngte oldukga énemli bir potansiyeldir (101). -

Bilim adamlan 1954'ten beri serbest radikallerin yaslanma ve dejeneratif
hastaliklara neden oldugunu bildirmektedirier (26). 1956 yilinda Haman
tarafindan serbest radikallerin zararli etkileri (hlicre hasar, kanser,
yaglanma) tanimlanmig ve daha sonra McCord ve Fridovich'in SODu
bulmalérn ile biyolojik Gnemleri anlagilarak bir¢gok ¢aligma yapilmigtir (17).

1.8.1. Radikaller Nasil Olusur?

Serbest radikallerin meydana gelmesinin 2 yolu vardir. Birincisi radyasyon,
ikincisi enzimler veya metal iyonlari ile katalizlenen redoks reaksiyonlaridir
(50,83). | '

Radikaller baslica 3 temel mekanizma ile olugur:

1. Kovalent Baglarin Hemolitik Kirilmasi: Kovalent baghh normal bir
molekilin, her bir pargasinda ortak elektronlardan birisinin kalarak hemolitik
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bélinmesidir. Yiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve ylksek sicaklik

neden olur.
XY —p» X +Y

2. Normal Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesi: Radikal 6&zelligi
bulunmayan bir molekilden elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde
paylagilmamis elektron kaliyorsa radikal formu olugur. Ornegin askorbik asit,
glutatyon ve tokoferoller gibi hucresel antioksidanlar, radikal tlriere tek
elektron verip radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formu olusur.

X:Y—» X"+Y"

3. Normal Bir Molekiile Elektron Transferi: Radikal 6zelligi tagimayan bir
molekile tek elekiron transferi ile dig orbitalinde paylagiimamig elektron
oluguyorsa bu tir indirgenme, radikal olusumuna neden olabilir. Ornegin
molekiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan -O,7in
olusumuna neden olur. -O," yapimindaki artis da oksijenin diger radikal
turlerinin ve dider atom merkezli radikallerin olugumu igin tetik fonksiyonu
gdrir (103).

A+te—» A°

Biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi sonucu meydana gelen
serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yikiii veya nétr olabilirler. Cu*?, Fe*?,
Mn*2 ve Mo™® gibi gegis metallerinin de ortaklanmamis elektronlari oldugu
halde serbest radikal olarak kabul edilmezler. Buna karsin, bu iyonlar
reaksiyonlar katalize ettiklerinden dolay serbest radikal olusumunda énemli

rol oynarlar (3).

Serbest radikaller, zigot déneminden itibaren natal ve postnatal dénemlerde,
organizmanin canliiyi devam ettikge normal biyolojik siire¢te meydana
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gelirler (26). Serbest oksijen radikal tlirleri; -O2", -OH, alkoksil radikali (RO-),
peroksit radikali (LOO-), H,0,, singlet oksijen (‘Oy), nitrik oksit (NO-) ve
nitrojen dioksit (NO2)'dir (7,34,101,104).

1.8.1.1. Suiperoksit Radikali (-O2)

Canlilarda olustugu ilk gésterilen radikaldir (12). Hemen hemen tim aerobik
hicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu, serbest -O2”

aciga gtkar.
O+ —» 07

Baglica su mekanizmalarla {iretiimektedir.

e
-

1. Indirgeyici 6zellikteki biyomolekiller oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirken Oz~ olugur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller, katekolaminler,
ferrodoksinler, indirgenmis niikleotidler gibi ylizlerce biyolojik molekiil aerobik
ortamda oksitlenirken -O2” yapimina neden olurlar.

2. Baglica cesitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak (zere, yuzlerce
enzimin katalitik etkisi sirasinda -O3" bir {r{in olarak olusur.

3. Mitokondrideki enerji metabolizmas: sirasinda oksijen kullanihrken,
toketilen oksijenin % 1-5 kadan -Oz" yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal
yapiminin nedeni NADH-dehidrogenaz ve koenzim-Q gibi elektron
tagtyicilardan oksijene elektron kagagdinin olmasidir.

4. Aktive edilen fagositik I6kositler bol miktarda -O;" lreterek fagozom igine
ve bulunduklar ortama verirler. Antibakteriyel etki i¢in gerekli olan bu radikal
yapimi, daha reaktif tirlerin olugumunu da baglatir.
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Hicresel kosullarda Gretilen -O7, oksitleyici veya indirgeyici olarak
davranabilir. Aldigi elektronu metal iyonuna, sitokrom c’ye veya bir radikale
verirse tekrar oksijene oksitlenir. Oksijenden daha oksitleyici olan -Oz™ bir

elektron daha alirsa peroksit anyonuna indirgenir (103).
L
‘0 + e ——» O —» H0:

iki -O," birbirleriyle etkileserek, biri oksitlenirken digeri rediklenir. Boylece

H20, ve Oz meydana gelir.
O + HY —» HO»

HQO, +-05” + H" ——» H,0, + Oy

05" + 05" + 2H" ——» H,0; + O, (Dismutasyon)

-Oz”'in temizlendigi ve “Dismutasyon Tepkimesi” adi verilen bu reaksiyon
kendiliginden veya SOD enzimi araciligi ile gerceklesir (89).

-0O5", bir serbest radikal olmakia pirlikte kendisi direkt olarak zarar vermez.
Asil 6nemi, H20; kaynadi olmasi ve gegis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi

olmasidir.

-Q”in, fizyolojik bir serbest radikal olan NO- ile birlesmesi sonucu reaktif bir
oksijen tlrevi olan peroksi-nitrit meydana gelir.

-O;” + NO- —» ONOO"

Béylece NO-'in normal etkisi inhibe edilir. Ayrica, peroksinitritlerin dogrudan
proteinlere zararl etkileri vardir ve NO2", -OH , nitronyum iyonu (NOy') gibi
daha bagka toksik Griinlere déntgirier.
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02", hem oksitleyici hem de rediikleyici 6zellife sahiptir. Rediiktan olarak
gbrev yaptiginda, érnegin ferrisitokrom c'nin ya da nitrobluetetrazolium’un
rediksiyonunda bir elektron kaybeder ve oksijene okside olur. Sitokrom c'yi
indirgemesi SOD tarafindan inhibe edilir. Bundan faydalanilarak da SOD
aktivitesi ve fagositier tarafindan Gretilen -O3™ tayini yapilabilir.

Sit ¢ (Fe;") + 0" ——— O, + Sit ¢ (Fe*?)

Oksidan olarak gérev yaptidinda, 6rnegin epinefrinin oksidasyonunda bir
elektron alir ve hidrojenperokside indirgenir (3).

1.8.1.2. Hidroksil Radikali (-OH)

Biyolojik sistemleriﬁ/én reaktif oksidani olan -OH ortamda uygun buldugu
elektron vericisi ile hemen reaksiyona girer ve bu yiizden canli sistemlerde
direkt olarak saptamak ¢ok zordur. Yarilanma émril ¢ok kisadir. Olustugu
yerde ¢ok bliylk hasara neden olur (7,50,83,101). Fizyolojik sartlarda -OH
olusmasi icin -Oy”in elektronunu HxO2'e aktararak-O.”i indirgemesi gerekir
ve kendiliginden dismutasyonuna gére ¢ok yavastir (7). Canlilarda iki

mekanizma ile olugabilir.

1. lyonlagtirici radyasyonun etkisi ile sulu ortamda su molekullerinin

iyonlagmasi gergeklesir.
2H,0 —» H,0O" + ™ + H,0-

Uyariimig su molekild (H20-) hemolitik yikim ile; H.O" ise su molekiili ile
tepkimeye girerek -OH olustururiar. Bu tepkimeler c¢cok kisa slrede
gerceklesir ve {retilen -OH, radyasyonun canlilardaki toksik etkisinden
sorumlu baglica kimyasal tlrddir.
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2. H»02'in eksik indirgenmesi ile -OH yapimi, viicutta bu radikalin en énemli
kaynagidir. H2O'in iki elektron ile indirgenmesi ile su olusurken, tek elektron
ile indirgenmesi -OH yapimina neden olur. Bu tdr indirgenme Fe, Cu gibi
metal iyonlari tarafindan katalizlenir. Askorbik asit, Oz~ gibi indirgeyici
bilegiklerin de bulundugu ortamda oksitlenen metal iyonu tekrar
indirgendiginden H,02'den -OH yapimi siirekli bir duruma gelir (34,103).

Fe'? + H,0, ——» Fe™ + OH + -OH
H,0, + Askorbat (veya -O,") —» -OH + semidehidroaskorbat

Haber-Weiss tepkimesi (fenton tepkimesi) olarak adlandirilan bu tepkime ile
olusan -OH viicutta Uretilen H,O, derisimi ve serbest metal iyonunun
varligina baghdir. Biyolojik kosullarda O»  olugumunun éfﬁlgl ortamda -OH
Gretimi kaginiimazdir (103).

Biyolojik sistemlerin en reaktif tirl olan -OH, su dahil ortamda rastladigi her
biyomolekiillerle tepkimeye girer. Oncelikle uzun zincirli doymamig yag
asitleri, proteinler, DNA ve karbonhidratlarla reaksiyona girerek hicre hasari
meydana getirir (34,50,103). Baglica tepkimeleri;

a) Elektron transfer tepkimeleri (paylasiimamig elektron igeren dig
orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanir).

b) Hidrojen gikarma tepkimeleri (-OH'’in organik molekiillerden hidrojen
atomu alarak suya indirgendigi tepkime)

c) Katiima tepkimeleri (Elektronlarca zengin molekillerle purin,
primidin bazlari gibi gergeklesir) (103). '

1.8.1.3. Hidrojen Peroksit (H202)

Molekiler oksijenin g¢evresindeki molekdiillerden iki elektron almasi veya
-0,7in bir elekiron almasi sonucu peroksit olugur. Peroksit molekild iki
hidrojen atomu ile birleserek H>O2'i meydana getirir (3).
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‘O +e" +2H" —» Hy0,
Os+2e + 2H' ——» H20,

Sonugta radikal olmayan Grinler meydana geldiginden bu bir dismutasyon
tepkimesidir ve H>O, bir elektron oksidasyonunun ikincil Oriinadar.
Dismutasyon kendilijinden veya SOD enzimi tarafindan katalizlenir (101).

Yapisinda paylagiimamig elektron igermediginden radikal 6zelligi tasimaz,
reaktif bir tir degildir fakat reaktif oksijen turleri (ROT) sinifina dahildir
(7,103). -OH'in oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni, demir, bakir gibi
metal iyonlarinin varliginda énciisii olarak davranmasidir (103). -O2" ile
reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan -OH
olusturmak {izere kolaylikla yikiabilir (3).

H,O2 + -O——» -OH + OH™ + O,

H202 reaktif olmadan biyolojik membraniari geger ve hiicre igine girerek
buradaki fosfolipidieri, karbonhidratlari, metaloproteinieri ve DNA'y1 hedef
alarak hiicre hasari meydana getirir (34,50). Demirle katalizienen ve Haber-
Weiss reaksiyonu adi verilen bu reaksiyon biyolojik sistemlerde katalizérlh ya
da katalizbrsiiz olusabilir. KatalizOrsliz reaksiyon oldukga yavag ilerler.
Demirle katalizlenen sekli ise ¢ok hizlidir. Bu reaksiyonda 6nce ferri demir
(Fe™) O~ tarafindan ferro demire (Fe*?) indirgenir. Sonra Fe*? kullanilarak
“Fenton reaksiyonu” ile H2O2'den -OH ve OH~ nfetilir (28,40,50).

-0y" + Fe®® —» 0, +Fe*?

Fe'? + H,0, —» Fe'™ + OH +-OH

‘02" + HyO; —» ‘OH + OH™ + O, (28,40)
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Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) gibi baz selatlayici ajanlar -OH
olusumunu Haber-Weiss tepkimesi araciifiyla aktive ederken, dietilen
triamin penta asetik asit (DTPA) gibi bazi bilesikler ise inhibe eder (3).

1.8.1.4. Singlet Oksijen ('0,)

Singlet oksijen ("O2), ortaklanmamis elektronu olmadigdi igin radikal olmayan
reaktif oksijen molekilidur. Serbest radikal reaksiyonlari sonucu meydana
geldigi gibi serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasina da neden olur.
Oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde
olan bagka bir orbitale degistirmesiyle olugur (3). Reaktivitesi ok yliksektir ve
aldif enerjiyi cevreye dalga enerjisi seklinde verip yeniden oksijene dénebilir
(103). Manyetik alanda emilsiyon spektrumunda tek bant verdiginden singlet
oksijen olarak adiandiriimigtir (40).

Molekiiler oksijen *zg0O;

A (Delta formu) ‘AgO

Z (Sigma formu) ‘Z+g0O, (18)
"02'in AgO formunda iki elektron ayni orbitalde, spinleri birbirine zit gekilde
bulunur. Z+g0O, formunda ise ayri orbitallerde birbirine zittir (3,7). Sigma
singlet oksijenin enerjisi daha fazladir ve ¢ok kisa émirl iken, delta singlet
oksijenin yar1 6mri daha uzundur ve gbzlenen reaksiyonlardan esas sorumiu

formun bu oldugu kabul edilmektedir (3).
"O2 viicutta baglica su mekanizmalar ile olusabilir.

1. Pigmentlerin (6rnegin flavin iceren nikleotidler, retinal, bilirubin) oksijenli
ortamda 1§1§1 absorblamasiyla; Pigment 15131 absorbe ederek daha yiksek
elektronik oksidasyon durumuna gecer. Daha sonra Uzerindeki enerjiyi
molekiler oksijene aktararak, dis iki orbitalindeki paralel olan spinlerin
yonln( tersine gevirir ve O, ofusur.

2. Hx07'lerin metaller varliindaki yikim tepkimelerinde,
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metal
O+ H,0p —» O + HO"

3. Kendiliginden dismutasyon tepkimeleri sirasinda,
HOy + -0 + H* —> ‘02 + H02

4. Prostaglandin endoperoksit sentaz, sitokrom Paso tepkimeleri,
myelo/kloro/laktopeptidaz enzimlerinin etkisi sirasinda olusur.

myeloperoksidaz

OCI" + H0, » O+ CI'+H0

‘02 dider molekilllerle etkilestiginde ya igerdigi enerjiyi transfer eder ya da
kovalent tepkimelere girer.- Ozellikle karbon-karbon gift baglari "O2fin
tepkimeye girdigi baglardir. Doymamis yag asitleri ile de dogrudan tepkimeye
girerek peroksi radikali olusturur ve -OH kadar etkin bir sekilde

peroksidasyonunu baglatabilir (103).
1.8.1.5. Nitrik Oksit (NO-)

Azot monoksit olarak da adiandirilan oldukga toksik, renksiz bir gaz olan
NO-:, serbest radikal tanimina uyar ve yan émri cok kisadir (50). NO- cok
énemli biyolojik fonksiyonlari yerine getirmek Uzere Uretilen nitrojen merkezli
bir radikaldir. Paylagiimamis elektron aslinda nitrojen atomuna ait ise de, bu
elektronun hem nitrojen hem de oksijen atomu Gzerinde yer almamis olmasi
nedeniyle tam radikal 6zelligi tagimaz.

Oksijen radikalleri gok sayidaki enzimatik ve enzimatik olmayan yollar ile
fiziksel, kimyasal mekanizmalarla olusurlar. Oysa organizmada NO- sentezini
sadlayan mekanizmalar son derece kisitlidir. Viicuda giren nitro bilegiklerinin
metabolize edilmesi sirasinda olugsan NO- bir tarafa birakilacak olursa,
endojen NO- olugturan tek kaynak nitrik oksit sentaz (NOS) enzimidir. Bu
enzimin néronal (NNOS; tip 1), endotelyal (eNOS; tip Il) ve indiklenebilir
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(iNOS; tip lll) olmak {zere 3 formu vardir (17,66,103). NOS, L-argininden
molekiler oksijen ve hem, FAD, FMN, BH, (tetrahidrobiyopterin) kofaktérleri
aracihgiyla sitrulin ve NO- olusturur. NOS uyarildiginda iki molekiiler oksijen
L-arginine girerek bazi ara tlrler olusturarak NO- ve sitrulin Uretilmektedir
(17,56,66). eNOS ve nNOS aktivitesi hicre igi Ca konsantrasyonu ile
diizenlenirken INOS ise sitokinler, lipopolisakkaritler ve diger immunolojikal

ajaniar tarafindan aktive edilir (17).

Fizyolojik dedisimde dretilen NO- esas olarak oksihemoglobin tarafindan
nitrata (NO;") oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki
durumun aksine, NO-'i ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel enzim yoktur.
Aerobik ortamda NO- stabil olmayip, degisimin artmas! ile oksidasyonu
hizlanir. Bu nedenle ortamdaki derigimi ile kendi émri arasinda ters bir oranti

vardir (103,

NO: elektriksel olarak yiikstz oldugundan, reseptdriere bagl olmayan yollarla
kolayca membrandan diffize olabilir. NO- asadidaki gibi bir seri nitrojén

oksitlerine déniigebilir.

+H,0
2NO: + O; —» 2NOy —P» N,O4y —» NOs + NOax + 2H"
Y% O,
NQO2 + No Oy —» NO- + 2NO3

+H,0
NO- + NOy: —» N;O3 —» 2NO;™ + 2H"

Nitrojen oksitlerinin etkileri:

NO- (Nitrik oksit): Serbest radikal

NO~ (Nitroksil anyonu)

NO2: (Nitrojen oksit): Serbest radikal, nitroze edici ajan
N2O (Nitr6z oksit): Anestezik

N2Os (Dinitrojen trioksit): Nitroze edici ajan

N20; (Dinitrojen tetraoksit): Dimerik NO2™, nitroze edici ajan
NO;™ (Nitrit): Asidik ortamda NO olusturur

NO;™ (Nitrat): Stabil anyon
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Nitrojen oksitleri (NO,) aminleri nitrozilleyerek, nitrozaminleri olusturur (64).
R2—NH + NO, —» RN - N = O (Nitrozamin)

Nitrozaminler, DNA’da nitrozilasyon, deaminasyon ve alkil nikleofillerinin
olugsmalarina neden olabililer. Bu sekildeki mutasyonlar onkojenleri
indUkleyerek maling transformasyon olustururlar (65).

1.9. Karakteristik Radikal Reaksiyonlari
Radikallerin karakteristik olarak 5 temel reaksiyonu vardir. Bunlar;

1.AA+RH —» AH+R:

-

2 X"+Y—>» X+Y-~

X
3.X +RCH=CHR—>  >—
R R

4. A +A —» Az
5. CH3CHz + CH3CHy ———»  CH3CH3 + CHz = CH; (40)
1.10. Serbest Radikal Kaynaklari

1. Eksojen Kaynaklar

- Radyasyon (iyonize radyasyon)

- Hava kirliligi, sigara dumani, hiperoksi, pestisitler, organik solventler,
anestozidler, aromatik hidrokarbonlar, giines 15181

2. Endojen Kaynaklar: Bunlar mitokondri, lizozom, peroksizom, nukleus,
endoplazmik retikulum ve plazma membranlarinda meydana gelir.

- Kuglk molekillerin  otooksidasyonu: Tioller, hidrokinonlar,
katekolaminler, flavinler, tetrahidropterinler, antibiyotikier
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- Enzimler ve proteinier. Ksantin oksidaz, galaktoz oksidaz, triptofan
dioksijenaz, hemoglobin

- Mitokondrial elektron transportu

- Peroksizomlar. Oksidazlar, flavoproteinler

- Plazma membrani: Lipoksijenaz, prostaglandin sentetaz, fagositlerde
NADPH oksidaz,lipid peroksidasyonu

- Oksidatif stres yapici durumlar: Iskemi, travma, intoksikasyon

- Mikrozomal elektron transfer zinciri ve zincir metalleri

- Otooksidasyon reaksiyonlari (Fe*?, epinefrin)

- Aktive olmus fagositler (3,52).

1.11. Klinik Durumlardaki Serbest Radikal Ajanlar:-

1. Cesitli organlarda; yangs, glomerulonefritis, vaskulitis (hepatit B
virusu, ilaglar), otoimmun hastalikiar, iskemi, ilag ve toksin reaksiyonlari
karbon tetrakloriir gibi), Fe faziahgi (talasemi, diger kronik anemiler),
beslenme yetersizligi, alkol, radyasyon, kanser, amiloid hastaliklar

2. Tek basina organlarda

- Eritrositlerde; Fenilhidrazin, primaguin, sulfonamidler, protoporfirinin
foto-oksidasyonu, malarya, sickie-cell anemi, fankani anemisi

- Akcigerlerde; Sigara kullamimi, amfizem, hiperoksi, karbonmonoksit,
bronkopulmonar displazi, oksidan hava kirliligi, akut solunum hastalig,
blecmycin toksisitesi, paraguot toksisitesi

- Kalp ve kardiovaskiler sistemde; Alkol kardiomyopatisi, keshan
hastalidi (selenyum yetersizliginde), érteriosklerozis, dexorubisin toksisitesi

- Bobreklerde; Nefrotik antiglomerular membran hastaliklari,
aminoglikozid nefrotoksisitesi, agir metal nefrotoksisitesi, bébrek doku reddi

- Karaciger; Endotoksinler ve karbon tetrakloriiriin neden oldugu
karaciger hasari, alloksan tarafindan olugsan diabet, nonsteroidal
antienflamatuar ilaglar

- Eklemlerde; Romatoid artrit ve inflamasyon
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- Beyin; Hiperborik oksijen, nérotoksinler, senil demantia, parkinson,
serebral travma, allerjik ensefalomyelitis, ataksi-telangietasi sendromu,
travmatik hasar, aliminyum fazlahdi, A-beta lipoproteinemi

- G6z, Kataraktogenezis, okuler hemaroji, prematir retinopatisi
(oksijen), fotic retinopati

- Deri; Solar radyasyon, termal hasar, porfiria, kontakt dermatitis,
fotosensitif boyalar, gicek sendromu (15,40,83).

1.12. Ne Kadar Radikal Yapimi?

Yagam igin mutlaka gerekli olan oksijen yagamin sona erdiriimesinde de etkili
olan faktorlerin basinda gelir. Canlilarin yaslanmasi, radikallerin neden
oldugu kalici hasarlarin bir birikimi olarak degerlendirilmektedir.
Vicutta dretilen radikaller her zaman tehlikeli kimyasal tirler olarak
degerlendiriimemelidir. Oksijenin biyokimyasal tepkimelerde kullaniimasi igin
reaktif formlarina gevrilmesi zorunludur. Ornegin;

- Steroid yapidaki ¢ok sayidaki bilesiklerin, eikozanoidler gibi biyolojik
aktif molekdllerin sentezi

- Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu

- Cok sayidaki oksidaz ve hidroksilaz enzimlerinin etkileri

- Sitotoksik etkilere sahip hiicrelerin fonksiyonlart

- Elektron transferi ve enerji Uretimi igin radikal yapimi olmazsa olmaz

bir koguldur.

Biyolojik ihtiyacin (zerinde nretileh radikaller gdzlenen toksik etkilerden
sorumludurlar ve zincir reaksiyonundaki kontrolstizlik hiicre hasari meydana
getirir. Cevresel faktérler (iyonlastirici radyasyon gibi), viicuda alinan cesitli
kimyasal bilegikler, cesitli enfeksiyonlar, doku travmasi gibi patolojik durumiar
viicutta radikal yapiminda artigsa neden olurlar. Digtk derigimlerdeki radikal
yapiminin etkileri gok uzun bir slregte 6rnegin yaglanma sonucunda
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gbrilirken, yuksek derisimde ve yaygin radikal yapiminin etkileri kisa siirede
ve ciddi bir patolojik durum olarak kargimiza gikabilir (26,103).

1.13. Hiicredeki Gegis Metalleri ve Serbest Radikal Kaynakliari

Her bir kaynak ve 6zel hasarlan tam olarak bilinmemektedir. Birincilden daha
siklikla ikincil hasarlar gézlemlenmektedir. Travma, hiicre rupturu gibi birgok
tip doku hasari vardir. Bunlar metal iyonlarinin (demir gibi) gecisini saglar ve
doku hasarini hizlandirir. Ayrica fagositoz, elektron transport sistemi de
vardir (40).

A. Fagositoz

Fagositik hiicreler serbest radikallerin en iyi bilinen biyolojik kaynagidir.
Makrofajlar ve nétrofiller aktive oldugu zaman ¢ok miktarda Oy tlrevieri
aciga ctkar ve bu hiicrelerde belirgin bir oksijen tiiketimi gérulir. Bu 1973'te
Bablor ve ark. tarafindan “solunum patlamasi” olarak goésteriimistir ve
cevresel patojenlere kargi 6nemli ve ilk karsi savunmadir. Yapilan
calismalarda solunum patlamasinin sorumlusunun hiicre digi bir enzim olan
NADPH oksidaz oldugu gosterilmistir (17,46). Fagositik NADPH oksidaz
bakteriyel lipopolisakkaritler ya da lipoproteinier, sitokininler gibi interferon-y,
interleukin-1B, interleukin-y ile aktive olurlar (17). Kronik granulomatozisli
hastalarda (CGD) NADPH oksidaz enziminin genetik defekt nedeni ile
solunum patlamasini gergeklestirilemedidi bildiriimigtir (66).

Uygun bir stimulusla fagosit uyarildiktan sonra NADPH oksidaz aktive edilir
ve indirgenmig pirimidin nikieotidlerinden (NADPH) iki elektron alinarak iki
molekil oksijene transfer edilir. Béylece iki molekill -Oy~ olugturulur (3,66).

NADPH oksidaz
20, + NADPH —————— & 2:0,"+ NADP* + H*
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Solunum patlamast sirasinda - tiketilen oksijenin gogu -O2" ara Urind
tizerinden fagositler tarafindan bakterisidal bir ajan olarak kullanilan H>O'e

donustardlar (3).
2:0;" + 2H" ——» Oz + H20;
B. Mitokondrial Elektron Transport Zinciri

Serbest radikal Uretiminin 6zellikle de -OH ve -Oz” en blylk kaynagidir.
Mitokondrianin i¢ zarinda yerlesmis NADPH-koenzim Q (kompleks 1),
siiksinat koenzim Q (kompleks Il) ve koenzim QHz-sitokrom-c rediktaz
(kompleks Ill) enzimlerinin katalizi sirasinda serbest radikaller agiga ¢ikarlar
(40,104).

C. Mikrozomal Elektron Transport Zinciri
Bazal kondiisyon durumunda énemii bir serbest radikal kaynag degildir (40).
D. Coziinebilir Oksidaz Enzimleri

Endojen ve eksojen substratlan okside edebilen ¢bzinebilir enzimler,
ksantin oksidaz, p-hidroksilaz, D-aminoasit oksidaz, Grat oksidazdir.
Bunlardan yaygin ve en iyi bilineni ksantin oksidazdir. Oksijen molekUlind
direkt olarak ‘O, ve H;0O. de gevirebilir. Ksantin oksidaz pek gok dokuda
serbest radikal Urreterek doku hasarina neden olabilir. Dopamin-B-hidroksilaz
serbest radikal toksikolojisinde pek fazla galigiimamig ve doku hasarindaki

rolii fazla bilinmeyen bir enzimdir (40).

E. Endojen ve Ekzojen Substratlarin Otooksidasyonu

Hayvan hiicrelerinde -O,7'in bir bagka kaynadi da askorbik asit, tioller
(glutatyon, sistein gibi), epinefrin ve flavin koenzimleri gibi bazi bilegiklerin
otooksidasyonudur (3).
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Deneysel caligmalarda en fazla epinefrinin otooksidasyonu galigiimigtir.
Parkinson hastahi@inin 1-methyl-4-phenyl-1-2,3,6-tetrahidropiridin’in (MPTP)
etkisiyle olustugu ve bu hasarin muhtemelen dopamin oksidasyonuna bagli

olabilecegi rapor edilmigtir (40).
F. Gegis Metalleri

Gegis metalleri, cogunlukla da demir ve bakr, lipid, protein, DNA gibi biyolojik
makro molekiillerin elektron transferini kolaylastirir. Buna ilaveten metal
iyonlari organik peroksitlerin pargalanmasini  katalizlerler. Sonugta bu
reaksiyonlar daha az zararl olan radikalleri daha zararl hale getiririer (40).

Lipid — OOH + Fe*3(Cu") —— Lipid — O- + Fe**(Cu™) + OH"
Lipid — OOH + Fe*}(Cu*?) —— Lipid — OO + Fe'*(Cu’) + H"
Lipid — O- + Lipid —=H — Lipid — OH + Lipid:
Lipid — OO- + Lipid ~ H — Lipid — OH + Lipid -~ O-~
Lipid- + O — Lipid — OO- (3)
1.14. Serbest Radikallerin Organizmadaki Etkileri
Serbest radikaller eder nétralize edilmezier ise vicutta ciddi hasara neQen

olabilirler. Bunlar;
- Membran lipid ve proteinlerini yok ederek hiicre membranini

sertlestirip hiicre fonksiyonunu engellemek
- Nikleus membranini yikarak genetik materyale etki edip DNA

zincirini kirmak ve mutasyona agik hale getirmek
- Bagigiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek bagigiklik sistemini

zorlamak
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- Mitokondrideki aerobik solunumu ve kapiller permeabiliteyi bozmak

- Hucrenin potasyum kaybini ve trombosit kiimelesmesini artirmak

- Proteaz, fosfolipaz, elastaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz.
lipoksijenaz, triptofan dioksijenaz ve galaktoz oksidaz gibi litk enzimleri
aktiflestirirken o-1-antitripsin gibi bazi savunma sistemlerini inaktive etmek

(3,26).

Klinik olarak; kanser, diyabet, arterosklerozis, nérodejeneratif hastalikiar,
kronik enflamasyon, HIV enfeksiyonu, iskemi, apne, alzehimer, mitokondrial
miyopati, Kearns-Sayre sendromu, Leigh sendromu, Pearson sendromu gibi
hastaliklarin gelismesinde oksidatif stresin blylk roli oldugu bildirilmigtir
17). '

1.14.1. Lipidlere Etkileri

Membranlardaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon trGnleri olustururlar.
Uzun zincirli doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu
olarak bilinir ve oldukga zararlidir. Clnk{, kendi kendini devam ettiren zincir
reaksiyonu seklinde ilerler. Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen
membran hasan geri dénigimsizdir (3,58). Toksik etki lipid peroksitlerinin
diizeyi 6lcUlerek belirlenir. Doymamig yag asitlerindeki bir hidrojen atomunun
gikmasi peroksidasyonun baglamasina neden olur. Boylece yad asidi zinciri
lipid radikali niteli§i kazanir. Radikal dayaniksiz olup, ¢ift baglarin yerini
degigtirir ve oksijenle reaksiyonu sonucu lipid peroksil radikaline dénisr.
Lipid peroksil radikalleri di§er doymamig yag asitlerine etkiyerek yeni
radikaller olusturur, bir yandan da hidrojen atomlarini alarak hidroperoksitlere
déntsgurler. Hidroksi peroksitlerin parcalanmasiyla lipid alkalisi radikalleri
aciga cikar. Lipid peroksidasyonu antioksidan reaksiyonlarla sonlandirilir ya
da devam ederek daha ileriye gider. Fe ve Cu gibi redoks yapan metaller
varliginda artar.
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Lipid peroksidasyon irinleri olarak a¢ia -¢ikan lipid peroksitier,
hidroperoksitier ve aldehitier membran yapisina direkt olarak, diger hicre
bilegenlerine ise aldehit Greterek indirekt olarak zarar verir. Buda pek ¢ok
hastaliin ve doku hasarnnin olugmasina neden olur. Membranin yapisinin
bozulmasi sonucu malondialdehit (MDA) olusur (58). Olusan MDA membran
bilegenlerinin ¢apraz badlanma ve polimerizasyonlarina neden olabilir. Bu
ylizden membran deformasyonu, membran transport bozukluklari, enzim
aktivite degisiklikleri ve hilcre ylzey bilesenlerinin agregasyonlan gibi
patolojik sonuglar olabilir. Bu etkiler MDA’nin mutajenik, karsinojenik ve
genotoksik etkilerini agiklar (67,89).

1.14.2. Proteinlere Etkileri

ﬁf&einler, lipidlere oranla radikallere daha az hassastir ve amino asit
diziligine bagh olarak etkilenirler. Doymamig bad ve sUiflir ihtiva eden
molekiillerin serbest radikallerle reaktivitesi yiuksek oldugundan triptofan,
tirozin, fenilalanin, histidin, metionin, sistein gibi aminoasitlere sahip
proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Ozellikle sulfar
radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana gelir. Bu reaksiyonlar
sonucu immunglobulin G (IgG) ve albumin gibi fazla sayida disulfid bag:
bulunduran proteinlerin ¢ boyutiu yapilart bozulur. Bdylece normal
fonksiyonlarini yerine getiremezler (3). Serum proteinlerinde ve inflamatuar
eklem hastalarinin sinovial sivilarindaki IgG'lerinde serbest radikal hasan

tespit edilmigtir (50).

-O; bagta sistein, triptofan, tirozin olmak Uzere bitin amino asitlerle,
perhidroksi radikali ise bagta triptofan, tirozin, histidin ve sistin olmak Gzere
-0z lerinden daha etkili olarak bitiin amino asitlerie tepkimeye girer. Bu iki
radikalin amino asitlerle tepkimesi -OH'den 10°-10° kez daha yavastir. Esas
toksik etkinin -O2 ve -OH'den kaynaklandi§i kabul ediimektedir (16,24).



32

Sitoplazmik ve membran proteinleri ozon ve protoporfirin IX gibi okside edici
ajanlara maruz kaldiktan sonra capraz baglanarak dimerlesir veya daha
buyik agregatlara doénagurler. Prolin ve lizin, -O, , HxO, ve -OH ureten
reaksiyonlara maruz  kaldiklarinda  nonenzimatik  hidroksilasyona
ugrayabilirler. Proteinler {izerinde olan serbest radikal hasar: birikmisse ya da
belirgin proteinlerin spesifik bodlgesi Uzerinde yoJunlagmigsa hucrenin
canlilig) bakimindan zararh etki yapar (3).

Hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar gérirler.
Ozeliikle oksihemoglobinin -O,” veya H20, ile reaksiyonu methemoglobin

olugumuna sebep olur (3,19).

24" .
‘0" +Hb-F ——» Hb-Fe* + H02 + O,

+*

2H
Hz0; + 2 Hb-Fe'2-0; — 2 Hb-Fe'* + 2 H,0 + 0, (3)
1.14.3. Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri

lyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA'y1 etkileyerek
hiicrede mutasyona ve Slime yol agar. Bunu DNA'da direkt modifikasyon
veya transkripsiyon fakidrlerini veya genetik dizenlemedeki enzimleri
bozarak yapar (3,34). Sitotoksisite, bly(k oranda nikleik asit baz
modifikasyonlarindan dodan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki diger
bozukluklara baghdir. -OH deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer
ve degigikliklere yol acar (3,40,50). Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan
H202 membraniardan kolayca gegerek ve hiicre gekirdedine ulagsarak DNA
hasarina, hiicre fonksiyonunun bozulmasina ve hatta hicre 8limine yol
~ agabilir. Bu yizden DNA, serbest radikallerden kolay zarar gorebilen 6nemli
bir hedeftir. -Oz’e maruz kalan DNA molekiilleri hayvanlara enjekte
edildikierinde daha fazla antijenik etki gosterir ki bu oldukga &nemlidir. Clnki
otoimmun bir hastalik olan sistemik lupus eritamatozis (SLE)'te ve romatoid
artritte (RA) dolagimda anti-DNA antikorlani bulunur. SLE’li hastalann
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supresor hiicrelerinde bir kusur bulundugu kaydedilmigtir. Ayni durum, RA’ll
hastalarin sinoviyal sivilarindaki supresér hiicreler igin de gecerlidir.

T lenfositleri genelde serbest radikal saldinsina kargi daha hassastirlar. /n
vitro deneylerde serbest oksijen radikallerinin, T-supresér hlcreleri igin T-
helper hiicrelerine gére sitotoksik olduklar gosterilmistir. Bu bulgular, serbest
radikal reaksiyonlarinin, immun supresér hicrelerin otoimmun reaksiyoniari
kontrol etmelerini engelleyebilecekleri tarzdaki gorusii desteklemektedir (3).

1.14.4. Karbonhidratlara Etkileri

Monosakkaritlerin  6megin glukoz, mannoz ve deoksi sekerlerin
otooksidasyonu sonucu H»0,, peroksit (hiicre ici 10® M) ve okzaloaldehitler
meydana gelir. Agiga ¢ikan okzaloaldehitler proteinlere baglanabiime
6zelliginden aaiayl antimitotik etki gdsterirler. Bdylece kanser ve yaslanmaya

neden olabilirler (3,58).

Bag dokusunun énemli bir mukopolisakkaridi olan hiyallironik asit, sinovial
sivida da bol bulunur. Enflamatuar eklem hastaliklarinda sinovial siviya gok
sayida polimorf hicreler gecer ve muhtemelen immun komplekslerle
aktivasyonlarni sonucu ekstraselililer siviya H,O2 ve Oz~ salgilarlar. Bu
radikallerin in vitro hiyaltronik asidi parcaladikiar gésterilmistir. Hiyallronik
asit pargalanmasi enflamatuar eklem hastaliklarinda sinovial sivinin
karakteristik bir 6zelligidir (3).

Gozun vitreous humour'unda da bol miktarda hiyallironik asit bulunur. Bunun
oksidatif hasari da katarakt ve mikroanjiopati olugsumuna katkida bulunur
(3,50).

1.15. Antioksidan Savunma Sistemleri

Organizmanin canli ve saghkh kalabilmesi igcin hiicresel homeostatik
dengenin korunmasina ybnelik cabalar tim hiicrelerde meydana gelmektedir.
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Tablo 1.1. Dogal (Endojen) Antioksidanlar (72)

ANTIOKSIDAN YAPISI YERLESIMI ISLEVI
Sitokrom oksidaz Tetramerik protein | Plazma ‘Oonbtralizan:
Saperoksit dismutaz | Cu/Zn,Mn SOD gﬂel:gkk?l‘z%r:n plazma ggs S;?Lﬁ:?' H0;ve
Katalaz ;g:gzrgreorti:in Peroksizomlar gé?éb?ritliléiteﬁ'étralizam
Glutatyon peroksidaz Selenoprotein Sitosol, mitokondri t:'ﬁlndl gﬁ;?lgé(gg?;onu
Glutatyon redilktaz | Dimerik protein Sitosol, mitokondri 3‘;3%':1:22'?:31 ;g;rhk“
o-tokoferol (Vit E) Ii?ggia:lgﬁzﬁnen gﬂkirt?ggae%alre’r ortam gi%%&g?: 3r’ggktivitesini
B-karoten VitA preersérCl zgfnrg r\;?\ ldoku {Pe?rr}?ﬂk:i;i;ai:iikali
el e | oo
Pk a9 (V) | Sungeiren |Hiero oo its | Rl gr e VA E
Ok Oksidoprn bz | Con RO | OHoolr WG
Sistein AT Gaesr;ijﬁ?aélhm gggu-agr:,lf bilegikleri
Albumin Protein Plazma, serum gf’?‘g'sgizztnr}g"'u
Bilrubin Hemoprotein | Dolsgmian, | SO

antioksidan
Seruloplazmin Protein 3:5?;? kani, ‘07'i H,07'ye déntstorar
Transferrin Glikoprotein Plazma Sgﬁgm?i‘g gcllg:nir
Laktoferrin Protein Plazma :3 2:‘;’}3::3%‘25:;“"
Ferritin Glikoprotein Bgﬁfgp kant, ggﬁgﬂ:}?ﬁgg::m

Normal fizyolojik sartlarda i¢ ve dis kaynakli stresérler hiicresel dengeyi

strekli degistirmektedir. Buna kargt koruma hicrenin geligtirdi§i ve
antioksidan savunma olarak adlandirilan kompanentierle
gerceklestiriimektedir. Kisaca antioksidan ajanlarin gbrevi, serbest

radikallerin toksik etkilerine karg! organizmay: ve reaktif molekdiilerin oksidatif
yipratmasina karsi hiicresel homeostazisi korumaktir (101).
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Tablo 1.2. Eksojen (Farmakolojik) Antioksidaniar (72)

ANTIOKSIDAN SINIFI SPESIFIK TiPi iSLEVI
g"'(‘;'i"“lfr?:él Ksantin oksidaz

Ksantin oksidaz inhibittrieri P . reaksiyonlarinda ‘O, Gretimini
Pterin aldehit inhibe eder
Tungsten

Proteaz inhibitdrieri

Soya tripsin inhibitéra
Serin proteaz inhibitdrieri
Feniimetilstifonil (PMSF)

Ksantin dehidrogenazdan
ksantin oksidaz olugumunu
bloke eder

NADPH oksidaz inhibitorieri

Adenozin

l.okal anestezikler

Nonsteroid antienflamatuarlar
Cetiedil

Nétrofil, makrofajlarda
NADPH oksidaz ile
‘O-0lusumunu énler

Superoksit dismutaz

Dogal SOD
IgA bagimh SOD
Polietilen glikol SOD

‘Qzden Hy0,
dismutasyonunu katalizler

Ginkgo Biloba (Egb 761)

Fe-SOD icerir ve SQD ile
benzer fonksiyon gésterir

L Dogal katalaz Sni R
Katalaziar PEG-katalaz gﬁ%;g’:n?::iuen ve suya
Lipozom kapsilli katalaz

Mannitol 'OH gidericisi
' Genig spektrumda
Alburnin antioisigan toplayici
Dimetil sulfoksid ‘05, ‘OH taplayict
Enzimatik olmayaniar 17-aminosteroidler lazaroidler | H,0,, hidroksil giderici

Glutatyon Superoksit giderici
Urik asit Stperoksit ve ‘OH giderici
r . Peroksidasyon reaksiyon
Bipgar zZincirini bozar
. - Deferoksamin Serbest Fe™ atomlarini
Demir redoks zinciri Apotransferrin baglayarak radikal

inhibitérleri

Seruloplazmin

reaksiyoniarini dnler

Endojen savunmayi artiran
ajaniar

Antindtrofil serumu

Hucresel GSH-Px enzim
aktivitesini artirir

Monokional antikoriar

Platelet aktive edici faktér

Nétrofillerin endotele
adezyonunu inhibe eder

1.16. Antioksidan Etki Tipleri

Antioksidanlar toplayici, bastirici, zincir kirici, onarici olarak 4 sekilde etki

ederler (3).

1. Toplayici (scavenger) etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek tutma
veya daha zayif bir molekile gevirme iglemine denir. Antioksidan enzimler,
trakeobronsgial mukus ve kiiglik molekiller bu tip etki gbsterirler.
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2. Bastinici (quencher) etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle dénlstiiren olaya
denir. Vitaminler, flavonoidler, trimetazidin ve antisiyanoidier bu tarz bir etkiye

sahiptir.

3. Zincir kirici (chain breaking) etki: Serbest oksijen radikallerini kendine
baglayarak zincir kinp fonksiyonlarini engelleyici etkiye denir. Hemoglobin,
seruloplazmin ve mineraller buna érnektir.

4. Onaricl {repair) stki (3)
1.17. Antioksidan Enzimler
1.17.1. Stiperoksit Dismutaz (E.C.1.15.1.1, EC-SOD)

-O2” radikalini H2O2'e katalizieyen SOD ik defa 1968 yilinda Fridovich ve
McCord tarafindan bulunmustur (23,50).

20"+ 2H—» HO+ 0Oy

SOD’un katalize ettidi reaksiyon gok hizhdir ve spontan reaksiyonun yaklagik
4000 katidir. Biyolojik kaynaklardan Cu,Zn-SOD, Mn-SOD, Fe-SOD olmak
Uizere 3 tipi izole edilmigtir. Okaryotik hiicrelerde Cu,Zn-SOD ve Mn-SOD
tespit edilebilmigtir. Fridowich ve ark (24), alyuvarlardan saflagtirdikiart ve
daha onceden aktivitesi bilinmeyen, bakir iceren mavi protein (eritrokuprein)’i
ksantin oksidaz deney sistemine eklediklerinde,  sitokrom-c’nin
indirgenmedigini gdérmiglerdir. Daha sonra bu mavi proteinin SOD enzimi
oldugunu, degisik dokularda degisik metalloenzim tiplerinin bulundugunu
(Cu,Zn-SOD, Mn-SOD, Fe-SOD gibi) ve -Oz"in H2O2'e dismutasyonunu
saglayarak sitokrom-c’nin indirgenmesini inhibe ettigini bulmuslardir.
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Enzimin fizyolojik fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicreleri -O7in
zararh etkilerine kargi korumaktir. Hicre igi -O2” veya doku oksijen basinci
(pO7) arttiginda SOD’un biyosentezi de artar (24).

Wilde ve Yu (99) mitokondriyal SOD’nin optimum aktivitesi icin pH’y1 7.8, isi
derecesini 37 °C olarak bildirmiglerdir.

SOD’un, -O,”’e olan etkisi; - 02", Cu*? travma, hiicre rupturu gibi ve bir arginin
rezidisinun guanido grubuna baglanir. Bu baglanma sonucunda -O;'ten bir
elektron Cu*?a transfer olurken Cu® ve molekiller oksijen meydana gelir.
Ikinci bir -O,~ Cu™dan bir elektron, baglanma ortaginda ise iki proton alarak
H,02' ti olustururken, enzim tekrar Cu*? formuna dénmis olur (3).

SOD-Cu* + -0y ———p SOD-Cu* + O,
SOD-Cu* + -05” + 2H'——» SOD-Cu*? + H,0,

SOD’un, fagosite edilmis bakterilerin éldiriimesinde rol oynadidi gibi enjekte
edildiginde antienflamatuar etki gbsterdigi de bilinmektedir. Doku hasari
meydana geldiginde, nétrofiller tarafindan -O,~ Uretilir, bu da ekstraselltler
kompartmanda yerlesmis olan SOD tarafindan temizienir. Sigir Cu,Zn-SOD'u
bir rata enjekte edildiginde (dolagimdaki yarilanma o6mrli 6 dakika)
ekstraselliler kompartmanlarda antienflamatuar etkinin en Ust diizeyde
oldugu kaydedilmistir. Ayrica SOD tarafindan meydana gelen bu etki serum
~ albumin ve polietilen glikol tarafindan da gdziemlenir. S. fecalis, E. coli, L.
monocytogenes, S. ruminantium, S. sanguis; B. fragilis ortamdaki
intrasellller -Oz" artirir ve SOD Uretimi de artar (24).

1.17.1.1. Bakir-Ginko igeren SOD (Cu,Zn-SOD)

Okaryotik hiicrelerde, hiicrenin sitozol, nikleer membran ve mitokondrilerinin
membraniar arasi bélgesinde bulunur (24). Birbirine eg ve 15600-16500
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dalton agirhiginda iki monomerden olusan bu dimerik enzimin mo! agirhg
31000-33000 dalton arasindadir (68).

Her bir sublnitede, bir Cu atomu, bir Zn atomu, bir sulfidril grubu (S - H),
asetillenmis terminal amino grubu ve zincirleri bir arada tutan disilfit bag (S-
S) bulundurmaktadir. Ortama merkaptoetanol kondugu zaman S — S bagi
rediksiyona ugrayarak S — H haline gelir ve iki monomer birbirinden ayrilir .
Genel olarak hicrede en bol bulunan Cu,Zn-SOD’dur ve 21 nolu

kromozomda lokalize olmustur (3).
1.17.1.2. Mangan iceren SOD (Mn-SOD)

Mitokondride bulunur ve etki mekanizmasi Cu,Zn-SOD ile aynidir (3).
Prokaryotlardaki izomeri dimerik yapida olup, molekil agirligi 36000-46000
dalton arasindadir (68). 6 nolu kromozomda lokalize olup, siyanidle inhibe

olmaz (3).

Paraguat, E. colide sadece Mn-SOD’un biyosentezini bozar. X irritasyonu
yontemiyle; sodyum siyanir (NaCN) ilavesinin Cu,Zn-SOD'u  sigir
karacigerinde azaltirken, Mn-SOD’u rat karacigerinde artirdigi gézlenmigtir
(24).

1.17.1.3. Demir igeren SOD (Fe-SOD)

E. coliden izole edilen Fe-SOD'un etki mekanizmas: digerleri ile aynidir.
Prokaryotlara ézgudur, Okaryotlarda ¢ok nadirdir ve insanlarda bulunduguna
dair bilgi henliz yoktur. Fe-SOD'un igerdigi demir Fe*® seklindedir ve bir
monomerinin  adirh§i Mn-SOD’a benzer olarak 19000-23000 dalton
arasindadir. Bakterilerde, yesil alglerde Fe'den zengin ortamlarda tespit
edilmigtir (24).
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1.17.2. Katalaz (CAT) (E.C.1.11.1.6)

Katalaz 4 tane hem grubu iceren, prostetik olarak Fe** bulunduran porfirin
enzimidir. Her monomer yaklagik 6000 dalton molekll agirhgdina sahiptir.
Bazilart kristal gekilde elde edilmigtir (3,33). Tum hayvanlarda ve bitki
hicrelerinde bulunur fakat bitki hiicrelerinde aktivitesi minimaldir.

Kanda, kemik iliginde, mikéz membranlarda, bébrek ve karacigerde bulunur
(36). Karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositierde en fazla
aktivite gisterirken (33) bagdoku aktivitesinin en disik oldugu kisimdir (36).
Peroksizomlarda lokalizedir ve bu peroksizomlarda oksidazlarda bulunur. Bu
durum H20, Greten enzimler ile onu pargalayan enzimi gruplamada biyolojik
avantaj olabileceg§ini diglindirar (33).

-CAT’In peroksidatik ve katalitik olmak Gzere iki fonksiyonu vardir. Katalitik
etkisinde HzO2’nin  enzimatik parcalanmas! yaninda, disik H20;
konsantrasyonunun da metil, etil, hidroperoksitler, metanol, etanol, fenol gibi
kiicik molekilil elektron vericilerini indirgeyebilir. Peroksidatik etkisinde ise
lipid peroksitleri gibi blylk molekdlleri indirgeyemez (51).

Peroksidaz aktivitesine sahip olusuna ek olarak, CAT’In bir molekil H2O7'i
elektron verici bir substrat olarak, digerini de oksidan veya elektron alicisi
olarak kullanilabilir. Birgok durumda, CATIn peroksidaz aktivitesi tercih

ediliyor gibi gérundr.
1. Katalitik aktivite

CAT
2H, 0 —» 2H,0+ 0,

2. Peroksidatik aktivite

CAT
ROOH + AH, — > H,0+ ROH+A (51)
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1.17.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) (EC.1.11.1.9)

Selenoprotein ailesindendir ve kandaki selenyum (Se) konsantrasyonu ile
korelasyon gésterir (85,101). GSH-PXin Se igeren 4 tirl bilinir. Bunlar
cGSH-Px (GSH-Px1), GSH-Px-GI (GSH-Px2), pGSH-Px (GPx3) ve PHGSH-
Px (GSH-Px4)ydir. GSH-Px aktivitesi ilk defa 1957 yilinda kaydedilmigtir.
Klasik olarak GSH-Px (cGSH-Px) olarak isimlendiriimistir (simdi GSH-Px1
olarak bilinir).  Eritrositlerde hidroperoksitlerin  katalizinden sorumiudur.
Tetramerik 4 Se atomu iceren ve 85000 dalton molekil adirhdinda olan
cGSH-Px fosfolipidlerin yag asidi hidroperoksidlerini katalize etmez.

Ikinci formu olan GSH-Px-G! (GSH-Px2) ise sitozolde bulunur ve GSH-Px
gastrointestinal olarak isimlendirilir. Her iki cGSH-Px ve GSH-PxGl'de ayni
substrata (H20;) spesifite gésfé;ir. Ratta GSH-Px-GI mRNA gastrointestinal
sistemde, insanda karaciger ve barsaklarin genis béliminde izole edilmis
fakat diger organlarda bulunamamigtir.

pGSH-Px (GSH-Px3) plazmada veya ektraseliller sivida bulunur. Plazmada
pGSH-Px, ekstraselliler sivida ise eGSH-Px olarak isimiendirilir.
Tetrameriktir ve herbir alt Onitesi yaklagik 23000-25000 daiton molekdl
agirhgindadir. insanlarda en fazla bdbrekte ve proksimal tibillerin epitel

hicrelerinde bulunur.

PHGSH-Px (GPx4), fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (GSH-Px4)
olarak isimlendirilir. Bu da digerleri gibi 4 Se atomu igerir. ilk defa 1982’ de
Ursini ve ark tarafindan tanimlanmigtir (30,53). 20000-22000 dalton
adirhiginda monomerik bir proteindir. Sadece bu tir HxO,'i kolesterol ve
kolesterol esterlerinin metabolizmasindan agida ¢ikan lipid hidroperoksitleri
substrat olarak kullanabilir. PHGSH-Px mRNA's1 hepatomlarda, néronal
hiicrelerde, nefroblastomada, meme epitel hiicresinde daha yiiksek oranda
bulunur. Ayrica PHGSH-Px spermatogenezis ve sperm fonksiyonunda da rol
alir. Insan spermasi yilksek oranda uzun zincirli doymamig ya§ asidi ve bir
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miktarda dekosaheksanoik asit bulundurur. Bunlardan agiga ¢ikan serbest
radikalleri Cu,Zn-SOD ve Mn-SOD H;0.'te , PHGSH-Px'de H20,'i H,O’ ya ve
0.’ ne katalizler. Bu ylzden insan infertilitesinde énemlidir (30).

Membrana baglh en énemli antioksidan olan vitamin E yetersiz oldugu zaman
PHGSH-Px membranin peroksidasyona karg: korunmasini saglar.

PHGSH-Px
Hy0, + 2 GSH » GSSG + 2 H0O

PHGSH-Px |
ROOH + 2 GSH » GSSG + ROH + HO

PHGSH-Px
PLOOH + 2 GSH » GSSG + PLOH + H0

GSH-Px'in selenolat formu (E-Se”) peroksit substratini alkole indirgerken,
kendisi okside selenik aside dénisir (E-Se-OH). Redikte glutatyon (GSH) ,
bu evrede reaksiyona katilarak selenosiilfiti (E-Se-S-G) olugturur. ikinci bir
GSH'In selenosiiifite baglanmasi ile enzim, aktif formu olan selenolat forma
doénerken, glutatyon okside (GSSG) hale dénigur.

E-Se Selenolat
GSSG + H*§
GSH

E-Se-S-G Selenosiilfid E-SeOH Selenenik asid

H20 GSH

Hidroperoksidlerin rediikte olmasi ile meydana gelen GSSG, glutatyon
rediktazin katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH haline dénusgir.



42

: GSH-Px
2 GSH + H,0, - 2 H, O+ GSSG

GSH redktaz
GSSG + NADPH + H' » 2 GSH + NADP*

GSH-Px'in fagositik hiicrelerde onemli fonksiyonlari vardir. Dider
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamas: sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hicrelerin zarar gérmesini engeller.
Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese karsi en etkili antioksidandir. GSH-
Px aktivitesindeki azalma, HxO.'in artmasina ve giddetli hiicre hasarina yol

acar (3).
1.17.4. Glutatyon-S-Transferazlar (GST) (E.C.2.5.1.18)

Her biri iki alt bélimden olugmusg (dimerik) bir enzim ailesi olup ilk defa 1961
yilinda tanimlanmiglardir. O zamandan beri bu enzimler (izerinde yogun
olarak c¢alismalar yapilmakta ve her gegen gin yeni izoenzim tipleri
bulunmaktadir. Ksenobiotiklerin (yabanci maddeler) biotransformasyonunda
6nemli rol almalarindan dolayr biyokimyacilara ilaveten genetikgiler,
klinisyenler, farmakolojistler ve toksikolojistlerin ilgisini geken bir enzimdir.

Bagta arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak {izere lipid
peroksitlerine kargi GST'lar Se-bagimsiz GSH-Px aktivitesi gOstererek bir

defans mekanizmasi olugtururlar (3).

GST
ROOH + 2 GSH———» GSSG + ROH + H0

Son zamanlara kadar GSTlar katalizledikleri reaksiyona gore
siniflandiriimaktaydifar (aril transferaz, alkil transferaz, epoksit transferaz,
aralkil transferaz ve alken transferaz gibi). Daha sonra yapilan ¢alismalar bu
enzimlerin s6z konusu reaksiyonlann herhangi birine 6zgil olmadigini, i¢ ice
gecmis substrat 6zgilligiine sahip oldu§unu ortaya koymus ve bunlar
“glutatyon-S-transferaz’lar adi altinda toplanmigtir. Glinim{izde ise bu tire
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bagimsiz bir siniflama yapildi§inda GST lar geleneksel olarak {g¢ sitozolik bir
de mikrozomal olmak {izere doért ana gruba aynlirlar. Sitozolik GSTlar
izoelektrik noktalari ve SDS-poliakrilamid jel elektroforezindeki molekuler
adirhklarina goére; o (bazik), n (asidik), u (nétral) diye isimlendirilirler. Bazik
GSTnin o, B, v, 8, ¢ isimli benzer aminoasit kompozisyonu ve immunolojik
karakterlere sahip 5 degisik sekli bulunmaktadir. Nétral sinifi GST'lerin ise

¢ok benzer 2 formu bildirilmigtir.

Bu enzimler katalitik ve katalitik olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahiptirler.
Hem detoksifikasyon yaparlar hem de hiicre igi baglayici ve tagiyic rolleri
vardir. Katalitik olarak yabanci maddeleri glutatyondaki sitesine ait —SH
grubu ile baglayarak onlarin elektrolitik béigelerini nétralize ederler ve trtintin
daha fazla suda ¢o6zinir hale gelmesini saglarlar. Olugsan bu GSH
ﬁdnjugatlan boylece organizmadan atilabilir veya daha ileri metabolize
olurlar. GSH'dan glutamat ve glisinin kopariimasindan sonra sisteinin serbest
amino grubu asetillenerek merkaptirik asitlere dénstarilir. Ksenobiotiklerin
klasik atiim Grinleri olan bu merkaptirik asitler, yani N-asetil sisteinin S-
alkile olmus tarevleri, daha sonra safra ile atiiar. Bu yol GSTlarin
kanserojen, mutajen ve diger hiicre ici detoksifikasyonunda rolleri oldugunu
gdsterir. Ayrica lokotrien C4'Un sentezi, lokotrien C sentez araciligi ile
I6kotrien A4Un GSH ile badlanmas! sonucu olur. GST'lar prostagiandin (PG)
sentezinde PG izomeraz etkisine sahiptirler. GST-r'nin gekirdekte bulunmasi,
sitozolden gelen genotoksik maddeleri detoksifiye etmelerini ya da hormon
ve bliylime uyarici faktérler gibi endojen ve eksojen bilegikler igin tagiyici
proteinler olarak hareket ettiklerini akia getirmektedi-r (3).

GST—;J: Karacigerde sitP4so’de olugan ara Grlinleri daha az reaktif konjugata

dénastardr.

GST-n. Normal karacijerde bulunmaz, fétiis karacigerinde bulunur.

Hepatomada timér gdstergesidir.



GST-a: 10 haftalik gebelikten sonra tiim karaciger ve adrenal sitozoliinde
bulunur. Erken karaciger hasarinda AST ve ALT'den daha duyarhdir (3).
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2. MATERYAL METOT

2.1. Materyaller
2.1.1. Hayvan Materyali ve Numunelerin Hazirlanmasi

Aragtirma igin, ortalama 1 yasinda ve canh agirligs ortalama 3112 kg olan 20
adet Tuj irki koyun Kafkas Universitesi Eitim, Uygulama ve Aragtirma
Ciftliginde barindirildi. Klinik muayenelerinin yapiimasinin ardindan i¢c ve dig
parazit ilaglari uygulandi. Ayrt bir bdimeye alinarak hayvanlara kulak
numaralan verildi. Denemeye baglamadan dnce adapte olmalan igin 30 gin
beklendi. T

Koyunlarin igme sularina ginlik 4 ppm NaF ilave edildi. Caligma siresince
hayvanlara su ve kuru ot ad libitum olarak verildi. Kronik florozisin olugum
sUrecinin saptanmast amaciyla ginliik olarak idrar flor konsantrasyonu ve
idrar pH’s! 6lgtldi. Literatirlerde (12,14) kronik florozisli koyunlarda idrar flor
dizeyinin 8-30,6 ppm arasinda degistigi bildiriimektedir. 38 hafta boyunca
surdiriilen igme suyuna flor katimi uygulamasi ile idrar flor konsantrasyonu

ortalama 16 ppm’lik bir dizeye ulast.

Kronik florozis sekillenmesinin tespitinin ardindan deneme ve kontrol grubu
koyunlarin vena jugularisinden usuliine uygun olarak antikoagulanh tlplere
kan alindi. Kanlar herhangi bir igleme tabi tutulmadan once hemoglobin
dederleri tespit edilmek (zere 0,5 ml'si ayrildi. Daha sonra tipteki kan
numuneleri hi¢ bekletimeden 3000 devirde 10 dakika santrifilj edilerek
plazmalari ayridi. Hiicre paketinde en (st tabaka olan I6kosit tabakasi
eritrosit tabakasindan ayriidl. Béylece saf eritrosit numunesi elde edildi.
Daha sonra eritrositler % 0,9 NaCl ile 3 defa 3000 devirde 10 dakika santrifiij
edilerek yikandi. Yikanmig eritrositler + 4 °C’'de sogutulmus distile su ilavesi
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ile hemoliz edildi (1). Hemolizatlar -24 °C’de analiz yapilincaya kadar

saklandu.
2.1.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Sodyum Florlir (NaF), Sodyum Hidroksit (NaOH), Heparin, Ksantin, Ksantin
Oksidaz, Nitrobluetetrazolium (NBT), Bakir Klorar (CuCl;), Sigir Serum
Albumini (BSA), Glutatyon (GSH), Glutatyon Rediiktaz (GR), Sodyum Azid
(NaN3) SIGMA firmasindan, Sodyum Karbonat (NaxCO3), Hidrojen Peroksit
(H20.), Etilen Diamin Tetraasetik Asid (EDTA), Amonyum Siilfat ((NH4)2S04),
Kloroform, Etanol, Sodyum Kloriir (NaCl), Potasyum Dihidrojen Fosfat
(KH2PQy4), Absoliit Etil Alkol MERCK firmasindan temin edildi.

2.1.3. Kullanilan Arag ve Gerecler
Otomatik pipet (Nichiryo)

Vortex (Labinco)
Spekirofotometre (Shimadzu)

Hassas terazi (Sartorius)
Santrifijj (Heraeus)
Manyetik kanistirict (Labinco)

pHmetre (Consort marka)
Etav (Ntve)
Derin dondurucu (Bosch)

2.2, Metotlar
2.2.1. idrarda pH Ol¢imii

EDT Micro2 pH/ION Meter kullanilarak yapildi.
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2.2.2. idrarda Flor Olgtimii

Flor iyon aktivitesi Olctlirken, coézeltinin toplam iyonik kuvvetinin sabit
tutulmasi, pH’sinin ayarlanmasi ve aliminyum, demir, magnezyum gibi metal
katyonlarinin flor iyonu ile verdikleri komplekslerin bozulmasi amaciyla,
toplam iyonik kuvvet ayarlama tamponu, “Total lonic Strength Adjustment
Buffer” (TISAB) kullaniidi (93).

Gerekli Reaktifler

1-TISAB I solisyonu: Thomas Scientific firmasindan temin edilen bu
soliisyonun pH’si 5.0-5.5 ve igerigi séyledir. “
a-Sodyum klor{ir: %5.8
b-Glasial asetik asit: %5.7
c-1,2 siklohekzandiamin-N,N,N’,N’- teraasetikasit (CDTA): %0.4
d-Sodyum hidroksit: %0.5

-
-

2- Standart flor soliisyonu: Thomas Scientific firmasindan temin edilen 1000
ppm’lik soliisyon kullaniidi.

Standart Egrinin Hazirlanmasi

Standart edrinin hazirlanmasi igin 5 adet plastik beher alindi, kor, standartlar
olarak igaretiendi. Kér igaretli behere 10 ml deiyonize su ve 10 ml TISAB ||
pipetlenerek karigtinidi. 0.1, 1, 10 ve 20 ppm’lik flor konsantrasyonlarin: elde
etmek igin 1000 ppm’lik standart ¢ézeltiden 1, 2, 3 ve 4 standart beherlerine
sirasi ile 2, 20, 200 ve 400 pl eklendi. Uzerlerine 10 ml TISAB solsyonu ilave
edildikten sonra de iyonize su ile 20 ml'ye tamamlandi. Kér igin hazirlanan
karigima kombine pH ve selektif flor elektrotu daldirilarak pH kontroll yapild
ve gerektiginde pH 5.0-5.5’e ayarlandi (4N NaOH veya 4N HNQj ile). Flor icin
0 ppm noktas! belirlendikten sonra standartiarin flor konsantrasyonu (mV)
okundu (25).
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Caligmada kullanilan EDT Micro2 pH/ION Meter ile bu egri ¢izimi otomatik
olarak yapildi ve her 6lgimde standart e§ri yeniden ¢izildi, standart ve
orneklerin flor konsantrasyon él¢limleri ayni sicaklikta yapildi.

Flor Olglimiiniin Yapiligi

5 ml idrar alinip Gzerine 5 m! TISAB i ilave edildi. Manyetik karigtirici Gzerine
alinan idrar-TISAB Il kansgimina kombine pH ve kombine selektif flor
elektrodu daldirilarak 6nce pH'nin 5.0-5.5 arasinda olup olmadigi konfrol
edildi. (Gerektiginde 4 N NaOH veya 4 N HNO; kullanilarak pH ayariamalar!
yapildi). Daha sonra konsantrasyon degerleri takip edilerek, okunan deger
sabit bir hal aldi§inda él¢iim tamamland) (37).

2.2.3. Kanda Hemoglobin (Hb) Tayini
Oksihemoglobin y6ntemiyle Hb miktarinin éigiimesi: Bu yéntemde kan
6rneginin hemolizi ve oksidasyonu amonyum hidroksit (NHsOH) ilavesi ile

sadlanir. Bilinen molar absorbtiviti kullanilarak, Hb’nin konsantrasyonu 578
nm’deki absorbanstan dogrudan hesaplanir (100).

Kullanilan Reaktifler

%0, 1’lik NH4,OH: % 25’ lik NH4OH solisyonundan 4ml alinarak distile su ile 1
Itye tamamlandi. Bu solusyon siiresiz olarak dayanikhdr.

Deneyin Yapiligi

0,02 ml kan 5 ml NH4OH soliisyonu icinde ¢bzildli ve iyice karigtiridi.
NH4OH soltisyonuna kars1 578 nm'de absorbans okundu (58).
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Hesabi
%gr Hb = A(T)x 26,3
A(T) = testin absorbans!
26,3 = testin 578 nm’deki katsayisi

2.2.4. Katalaz (CAT) Aktivitesi Tayini

CAT, H20:'i parcalayarak su ve oksijene dénustarur.

CAT
2H20, p 2H0 + O,

CAT aktivitesinin tayini Aebi yontemi kullanilarak yapildi. Prensip olarak bu
metotta ortamdaki H2O2' in CAT tarafindan pargalanmasi ile meydana gelen
absorbans azalmasinin 240 nm'de oigliimesi esasina dayanmakiadir.
Standart gartlarda deney ortamina eklenen H2O2'nin birim zamanda_\ki
absorbans azalmasi hizi, CAT aktivitesini belirler (1 )-

Kullanilan Reaktifler

- Fosfat Tamponu (pH=7,0 50 mM) (a) 50 mM (6,81g/1 Itf) KH.PO4 ve
(b) 50 mM (8,90g/1lt) NaHPO,2H,O distile suda hazirlandi. a ve b
sollisyonlan 1:1,5 oraninda (v/v) karigtiriidi.

-H20, Cozeltisi (30 mM) (0,34 ml H;0, dilue edilerek) % 30'luk Hz02
¢Ozeltisinden, hazirlanan fosfat tamponunun 100 mP'sine optik dansitesi (240
nm’de) 0,5 olana kadar ilave edilerek hazirlandi.

Deneyin Yapiligi

Eritrosit hemolizati distile su ile 100 kat dilie edildi.

Kor Numune
Supernatant _ 0.01 ml
Fosfat Tamponu 2,99 ml

H20,'li Fosfat Tamponu 0.01 mi 2.99 mi
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llavesinden hemen sonra 240 nm’de 15 sn araliklarla 90 sn boyunca
absorbans azaimasi kaydedildi. Lineer absorbans azalmasinin oldugu zaman

aralig dederlendiriimeye alindi (1).

Hesabi

K= aktivite sabiti

K= 1/At x In Ai/Az = 2,3/At x log Ai/A;

At= 60 sn oldugundan

K= 2,3/60 x log A¢/Az = 0,0383 x log Ay/A;

Formll 1 mlPye goére dizenlendigi igin 100 kat dilue edilmis 10 ul numune
kullandigindan 100 x 100 = 10000 ile ¢arpilmali.

K= 0,0383 x log A1/A2 x 10000
K ml’'deki hemoglobine b&lind{iginde;
K= 383 x log Ai/Az / gHb/mi

As= ilk okunan absorbans
Az= son okunan absorbans

2.2.5. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Tayini

Bu metod, SOD tarafindan ksantin-ksantin oksidaz yoluyla Gretilen stperoksit
radikallerinin, H2O,'ye donlstlrilmesi ve nitroblue tetrazolium'u (NBT)
indirgemesi esastyla c¢aligan bir metottur. Indirgenen NBT 560 nm’de
maksimum absorbans veren mavi renkli fomazana dénisir (74). SOD enzimi
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de iki superoksiti dismute ederek H,O, olusturmaktadir. BSylece belirli bir
miktar NBT’nin bulundugu deney ortaminda, siperoksidin miktari standardize
edildigi zaman ortamdaki SOD enziminin aktivitesiyle NBT ters orantili olarak
mavi renk olusturur. Buradan da SOD ile NBT'nin olugan "O;" ile reaksiyona

girdigi séylenebilir.

Ksantin oksidaz

Ksantin »  Urik asit + "O2"
O," + NBT » mavi renkli formazan
2H + 204" » HO;

Kullanilan Reaktifler

- Assay Reaktifi

200 mi 0,3 mmol/L (9,13 mg ) Ksantin
100 ml 0,6 mmol/L (23 mg) NaEDTA
100 mil 150 umol/L (12,3 mg ) NBT

60 ml 400 mmol/L (2,54 mg) NaCOs
30mi1g/L (30mg) BSA

Bu ¢6zeltilerin hepsi karigtirilarak koyu renkli sisede 4 °C’de sakiandi.

- Ksantin Oksidaz:167 UJ/L (11860 U/L ksantin oksidaz stok
cozeltisinden 14 ul alinip soguk 2 M'Iik (NH4)2SO; ile 1 ml'ye tamamlands)

- CuCl2.2 H20: 0,8 mmol/L ( 13,6 mg 100 mi)

- (NH4)2804:2M ( 2,64mg 10 ml) .

- Kioroform-Etanol ¢dzeltisi : 3 hacim kloroform 5§ hacim etanol ile
karigtiriid.

T.G. YUKSEKOGRETIE HURE
iR 2T AS YO EﬁEﬂEé@f
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Deneyin Yapilisi

100 kat dilie edilen eritrosit numuneleri ile 3/5 oraninda hazirianan
kioroform/etanol ¢ozeltisi esit hacimde kangtirilarak 4 °C’de 30 dk santriflj
edildi. Daha sonra Ustteki siipernatanttan alinarak caligmaya baglandi.

Kér Numune
Assay reaktifi 2.45 mi 2.45 ml
Siipernatant _ 0.5ml
Distile su 0.5 mi _
Ksantin oksidaz 50 pl 50 ul

20 dakika 25 °C’de inklibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda,

CuCl; 1mi 1ml

llave edilerek reaksiyon durduruldu. Distile suya karsi kér ve numunelerin

absorbanslart 560 nm’de Siguidi.
Hesabi

% inhibisyon = (absorbans kér (Ak) — absorbans test (At) / absorbans kor
(Ak))x100

Bir Gnite SOD; NBT rediksiyonu %50 inhibe eden enzim aktivitesidir.

Buna gére;
[(Ak - At) / AK] x %100/50 = [(Ak — At) / Ak] x 2

1mP'deki Unite miktar; eritrosit igin 0,5 ml numune kullanildigindan ve eritrosit
dnce 100 kat sonra da 2 kat kloroform-etanol g¢dzeltisi ile sulandiriddiindan
200 ile carpmak gerekir.
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U = [(Ak — At) / Ak] x 2 x 1/0,5 x 200

U = [(Ak — At) / Ak] x 800
Cikan sonug eritrosit igin gram Hb’e bélinerek spesifik aktivite bulundu.
2.2.6. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesi Tayini

GSH-Px, in vitro olarak GSH'in oksidasyonu aracihfiyla H>Oz'in suya
déniigiimini katalizleyen bir enzimdir. Reaksiyon sonunda GSH, GSSG'a
dénigr. Bir diger H.0O.'in suya katalizi icin GSSG'un GSH'a dbénigmesi
gerekir. Bu déniisim, ortamda redikte NADP varlidinda glutatyon rediiktaz
tafé%mdan gerceklestirilir. Béylece ortamda azalan NADPH'in miktari GSH-

Pxin aktivitesini gésterir.

GSH-Px GSSG-R
2GSH+H,0, ———p» 2H0+2GSSG ——» 2GSH
7 Al
NADPH NADP

NADPH 340 nm'de maksimum absorbans verdiginden, GSSG-R aktivitesi
devam ettikce NADPH azalma miktan ile ortamdaki GSH-Px aktivitesi

hesaplanabilir.
Kullanilan Reaktifler

1. EDTA'l fosfat tamponu: (a) 50 mM KH2PO4 (6,8 gr), (b) 50 mM NaHPO,
(7,1gr) 1'er It hazirlanip 600 m! a+400 mi b kangtriidi. Igerisine 5 mM'luk
EDTA (2,08gr) ilave edildi.

2. NaNs (Sodyum azid): 1 mM (65 mg 1 ml fosfat tamponunda taze
hazirlandi)
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3. GSH: 2 mM (50 mg 1 ml fosfat tamponunda taze haziriandi)

4. H,O2: 0,25 mM (15 pul 5 mi fosfat tamponuna pipetlendi)

5. NADPH: 0,2 mM ( 5 mg 1 ml fosfat tamponunda taze hazirlandi)
6. GSH Rediiktaz: 1,2 U/ml ( 30 mg alinip 1 ml 3,2 M NHs'de ¢6z{ildQ)
Deneyin Yapiligi

Eritrosit numuneleri igin 100 kat diliie edilmis numuneler kullanildi.
Numune TdplG -

_Fosfat Tamponu 2.650 mi
" Redikte GSH 0.100 mi
NADPH 0.100 ml
GSH Rediiktaz 0.010 mi
NaN3; (Sodyum azid) 0.010 m|
Numune 0.020 mi

Tupler iyice kanigtirilip, oda isisinda 30 dk inkilbe edildi.Inkiibasyon sonunda
her tipe 100 wl H;O, ilave edilip reaksiyon baglatilarak 3 dk slresince
absorbans azalmast takip edilecek gekilde 340 nm’de okundu.

Hesabi

Bir Uinite GSH-Px , bir dakikada okside olan NADPH'in umol cinsinden

miktandir.
UL (umol/dkiL) = [(AA/t) x VEx 10°] /E x Vs x L

E= NADPH'in ekstinsiyon sabiti (6,22 x 10 Lxmol! cm™)
Vt= Total reaksiyon zamani (3 dk)
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Vs= Total reaksiyon igindeki numune hacmi (0,02 mi)
L= Kivet capi
AAt= Dakikada absorbans degigimi

10°= moliin mikromole gevrilmesi
UL = AAlt x Vt x 1057 6,22 x 10% x 0,02 x 1 = AA/t x 3x 10%/124,4

Spesifik aktivite igin ise bulunan sonugiar gHb’e bélindi. Béylece sonug
U/gHb olarak bulundu (71).

2.2.7. istatistik Hesaplamalar
Calismada elde edilen verilerin istatistiki hesaplamalart MINITAB istatistik

paket programi (Minitab Inc. Pennsylvania, ABD) (63) ile hesaplandi. Kontrol
ve deneme gruplar arasindaki farklar Student’s t testi kullanilarak yapildi.
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3. BULGULAR

Florozis

icin kullanilan 10 adet koyunda flor uygulamasinin yapildig: 38 hafta

boyunca herhangi bir enfeksiyon durumuna rastianiimamigtir. Klinik bakida

ise her

hangi bir bozukiuk gdrilmez iken sadece dislerde enine ¢izgili

lekelenmeler tespit edilmigtir. Ayrica calismanin sGrdlrildigiu 38 hafia
sonunda deneme grubunda kontrol grubuna gére agirhik azalisi saptanmigtir.
Flor veriimeye baglanildigi ilk glinden (0. giin) itibaren kronik florozisin
olustuguna karar verilen 38. haftaya kadar canli adirlik degisimleri Tablo 3.1

ve Grafi

k 3.1'de sunulmusgtur.

Tablo3.1. Kontrol ve Deneme Gruplarinda Aylara Goére Adirlik Degisimleri ‘

Ekim Kasim |[Aralik | Ocak Subat | Mart Nisan Mayis Haziran

Kontrol

30,910,8 32,410,8 34,2+0,7| 35,75+0,6) 37,2+0,6/ 38,45+0,7| 39,95+0,6) 41,15+0,5/ 43,0520,5

Deneme

31,2+0,8 32,710,7| 34,0£0,7} 35,9+0,6 | 37,610,6 37,1£0,5 | 36,5+0,5 | 36,210,5 | 35,65+0,5

30 -

agurhik

ekim kasim  aralik ocak subat mart nisan mayls haziran
aylar
[~—#—Deneme —f—xontwl |

Grafik 3.1. Kontrol ve deneme gruplarinda aylara gére agirlik dedigimleri
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Idrar pH ve flor degisimleri ise sirasiyla Grafik 3.2 ve Grafik 3.3'de verilmigtir.

Deneme grubu koyunlarda baglangigta 7.2 olan idrar pH dizeyi deneme

sonunda 7.9 olarak saptandi.

Hafta

Grafik 3.2. Deneme grubu koyunlarda idrar pH degisimleri

Deneme grubu koyunlarda, basglangigta idrar flor konsantrasyonu ortalama
0.9 ppm iken, 12. hafta sonuna kadar yavas seyreden bir artigla ortalama
1.27 ppm’e ulagti. Daha sonra artig hizli bir gekilde devam etti ve 38. haftada

 ortalama 16 ppm olarak tespit edildi.
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Haftalik Fior Defiigimier {n=10)

-
~

kirar Fior iican (ppm)
3

ES

1T 2 3 4 85 8 7 8 6 10 1112 13 14 156 18 17 16 10 20 21 22 23 24 25 28 27 28 28 30 31 32 33 34 35 3B ¥ 38

Haltalar

Grafik 3.3. Deneme grubu koyunlarda idrar flor degisimleri
Kontrol ve deneme grubuna ait eritrosit SOD, CAT,'éSH—Px aktiviteleri Tablo

3.2'de sunuimustur.

Tablo 3.2. Kontrol ve deneme grubuna ait eritrosit SOD, CAT ve GSH-Px

aktiviteleri
SOD (U/gHb) CAT (k/gHb) GSH-Px (U/gHb)
Kontrol Deneme | Kontrol | Deneme | Kontrol | Deneme
1 3276,51 1469,53 20,89 27,32 78,1939 | 111,644
2 3157,63 | 1437,32 25,65 28,30 89,4142 | 101,751
3 3147,13 | 1262,47 28,42 33,08 98,0285 | 115,659
4 3391,53 | 1415,82 26,32 31,27 78,5761 | 100,229
5 3344,71 1273,12 19,38 25,19 77,2174 | 107,178
6 3192,65 | 1248,16 24,19 29,22 74,9146 | 105,076
7 3218,00 | 1397,85 22,28 29,38 86,8071 | 111,644
8 3198,63 | 1478,88 24,19 28,15 96,7308 115,162
9 3291,17 | 1306,25 25,23 29,67 77,3661 | 99,239
10 | 3127,17 | 1369,32 26,03 31 ,48 74,2228 | 109,365
(X+Sx) | 3234,5427,9 | 1365,9+27,7 " | 24,2620,86 | 20,3120,72* | 83,15:2,8 | 107,69+1,0~*

= 0<0.001




59

Kontrol grubu ile kargilagtinidiginda deneme grubu SOD aktivitesinde
istatistiki olarak digme (p<0,001) gbzlenirken, GSH-Px ve CAT
aktivitelerinde ylkselme (p<0,001) tespit edilmigtir.

Bu enzimlere ait degisimler sirastyla Grafik 3.4, 3.5 ve 3.6’da verilmistir.

g

SOD (Uighh)

g

Grafik 3.4. Kontrol ve deneme grubunda eritrosit SOD aktivitelerindeki

degisimler

120

=10

Grafik 3.5. Kontrol ve deneme grubunda eritrosit GSH-Px aktivitelerindeki
degigimler
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4. TARTISMA VE SONUG

Dogal ya da endustriye!l yollarla florun yllksek dozda ve uzun sureli alimi
kronik florozise neden olmaktadir (86,32). Bu da 6nemli ekonomik kayiplara
yol agmaktadir (22,39,88). Florun fazla alimi enzimler Uzerinde olumsuz
etkiler yaratmakta, aktivatér veya inhibitér etki olusturabilmektedir (56,94).
Ayrica yiiksek diizeydeki flor konsantrasyonu OH-, O2", H2O, radikallerinin de
Gretimini artirmaktadir (75,80,99). Bu galigmada florozis olugturulmug Tuj irki
koyunlarda eritrosit SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri aragtiriimigtir.

Icme sularindaki flor konsantrasyonundaki artiga bagh olarak idrar flor
konsantrasyonunda da artis oldugu 1944’ten beri bilinmektedir (54).
Florozisin kiinik tanisinda, klinik bulgular yaninda idrar flor konsantrasyonu
6icimierinin de giivenli ve hassas bir yéntem olarak kullanilabilecedi
6nerilmektedir (88). Kronik florozis olugumunun idrar flor konsantrasyonu
fakip edilerek belirlenen bu aragtirmada guniiGk 4 ppm NaF igme sularina
katilmasi sonucu ortalama 0.9 ppm idrar flor dizeyinin ortalama 16 ppm’e

¢tktigr bulunmustur.

Kececi ve Ozdemir (39), Elazi§ bélgesindeki florit madenlerinin ve kiremit
fabrikalarinin bulundugu endustriyel florozisli bolgedeki sigir ve koyunlarda
yapmis olduklari calismada kontrol grubu koyunlarin idrar flor dizeyini
ortalama 0,59 ppm Olgmislerdir. Ergun ve ark. (20) ise normal koyun idrar
ﬂor dizeyini ortalama 1,4 ppm olarak bildirirken, Fidanci ve ark. 21) l¢
Anadolu Bolgesinde dogal ve endistriyel florozis calismasinda kontrol
koyunlarinda idrar flor konsantrasyonunu ortalama 1ppm olarak
saptamiglardir. Florozis gbzlenmeyen ve kontrol gruplanm olugturan
koyunlarin idrar flor dizeyleri Van/Caldiran'da ortalama 0,5 ppm,
Eskigehir/Kizilcabéren’de 1,67 ppm, Mugla/Yatagan'da ortalama 1,45 ppm
olarak &lgtiimastir (5). Ayrica Kaya ve ark. (38) ise Kars ve yakin gevresinde



62

Tuj ikt koyunlarin idrar flor diizeyini ortalama 0,91 ppm olarak digmislerdir.
Yapilan aragtirmada da kontrol ve deneme grubu koyunlarin baslangi¢ idrar
flor konsantrasyonu 0,9 ppm ©6&lglimis olup, bu sonuglarla uyum

gbstermektedir.

Dogdu Anadolu Bélgesinde Agri ve Van il merkezi, ilce ve kdylerinde endemik
florozis gérilmektedir. Tendurek daginin kuzey ve gliney yamaclarinda
volkanik arazi Gzerinde bulunan ve dodal su kaynaklarinin gok oldugu bu
yore flor bakimindan oldukga zengindir (88). Bu bolgelerde yapilan
caligmalarda Ergliin ve ark. (20) koyunlarin idrar érneklerinde ortalama flor
konsantrasyonunu 8,13 ppm olarak tespit ederken, Sendil ve Baysu (88) 3,8-
30,6 ppm olarak bildirmiglerdir. Mugla/Yatagan termik santrali gevresindeki
endustriyel florozis gorilen koyunlardaki idrar flor konsantrasyonu ortalama
5,33 ppm olarak élctimistiir (5).

Milhaud ve ark. (60) yaptiklari deneysel calismada icme sularina 4 ay
siresince 3,5 mg/kg/giin dozda flor katilan koyunlarda dental florozisin
sekillendigini bildirmislerdir.

Mansfieldin  (54) yapmis oldugu bir c¢alismada da idrar flor
konsantrasyonunun 4 ppm dizeyine ¢iktigi durumlarda sistemik florozise
isaret ettigi kaydedilmigtir.

Yapilan bu galigmada 13. haftaya kadar idrar flor dizeylerinde artis
meydana gelmemig, 13. haftadan sonra ise idrar flor dizeyleri artmaya
baglamigtir. 26. haftada ortalama 8 ppm dlzeyinin Uzerine ¢ikmigtir.
Caligmanin sonlandiriidifi 38. haftada ise idrar flor diizeyi ortalama 16 ppm
olarak saptanmigtir. Denemenin ilk 10 glininde degisiklik bulunmamis, 12.
haftaya kadar ise ancak ortalama 1,78 ppm de§erine ulagmasi sebebiyle ilk
12 haftada her giin flor &iglimi yerine 15 gin araliklarla Slgiim yapilmasi
yeterli olabilir. Denemenin sonundaki ortalama 16 ppm deferi dodal ve
endustriyel florozis gbzlenen bélgelerde yetistiriien koyunlann idrarlarinda
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saptanan flor dizeyleri ortalamasinin Uzerindedir. Bu nedenle aragtirma
materyalini olusturan koyunlarda kronik florozisin gekillendigine dair bir
kanaat olugmasi agisindan yeterli gériimastar.

Yapilan bu galigmada baslangi¢ idrar pH degerleri ortalama 7.2 iken ¢aligma
sonunda ortalama 7.9’a kadar ¢tkmistir. Bu da Sendil ve Baysu'nun (88) Agn
ili Dogubeyazit ilgesi kdylerinde ve Van ili Muradiye ilgesi kdylerinde yapmis
olduklari arastirma sonucu bulduklari idrar pH 7.5-7.9 degeri ile uyumluluk
gostermektedir. Bu durumun floroid reabsorbsiyonunun azalmasi sonucu
idrarla flor atiliminin artmasina bagh olabilir (18).

Yapilan bu caligmada kontrol grubu koyunlarn eritrosit SOD aktivitesi
ortalama 3234,5+27,9 U/gHb olarak bulunurken, kronik florozis olugturulmus
deneme grubunda 1366,9+27,7 U/gHb bulunmugtur. SOD aktivitesindeki bu
dusts, Bo ve ark.’nin (8) endemik florozisli sigirlarda yaptikian galigmada
buldukiarn eritrosit SOD aktivitesindeki azalma ile benzerlik géstermektedir.
Shivaroshankara ve ark. (80) kronik florozis olusturulan ratlarda eritrosit,
beyin ve karacier dokularinda SOD akfivitesinde azaima oldugunu
kaydetmislerdir. Benzer sekilde Vani ve ark. (94) kronik florozisii fare beyin
ve gastronemius kasinda, Liu ve ark.’lan (49) florozis olusturuimus ratiarnn
karaciger ve bobrek dokularinda, Shivarajashankara ve ark.’lan da (79)
endemik florozisli gocuklarin eritrosit SOD aktivitesinde anlamh bir azalma
kaydetmiglerdir. Bu da yapilan ¢alisma ile paralellik géstermektedir.

Fe'?, Haber-Weiss reaksiyonlarina katilarak Hz0z, ‘O, OH-lerin artmasini
| saflar. Florun en reaktif element olmasi ve bir gok iyonun yerine gegmesi
sebebi ile floroziste de bu radikallerin arttid! bildirilmistir. Ayrica florun fazla
alinmas! solunum patlamasini artirmakta ve dolayisi ile -O2’ in daha fazla
retilmesine neden olmaktadir (75) -O, direkt olarak zarar vermez fakat H,O,
kayna§i olmasi sebebi ile zararh etkileri vardir. H2O2 membran lipidlerinde
lipid peroksidasyonuna, enzim inaktivasyonuna, DNA hasarina neden
olmaktadir (3,19,34,50). Solunum patlamas! sirasinda artan H2O,, -O,, OH:



radikalleri, 6zellikle H.O, SOD’un inhibisyonuna (75,99), dolayisiyla SOD
aktivitesinde azalmaya neden olmaktadir.

Bunun yani sira Akdogan ve ark. (2) kronik florozis olusturduklari tavsaniarin
karaciger dokusunda 10 ppm dizeydeki uygulamada SOD aktivitesinde
artma, 40 ppm diizeydeki uygulamada ise 6nemli derecede digls oldugunu

bildirmiglerdir.

Deneysel kronik florozisli ratlarda serum SOD aktivitesinde herhangi bir
degisiklik olmadigini (105) veya artma oldugunu bildirenlerde vardir (102).

Bu calismada kontrol grubu eritrosit GSH-Px aktivitesi ortalama olarak
83,142,8 U/gHb deneme grubunda ise 118,2£10,4 U/gHb olarak
bulunmustur. Eritrosit GSH-Px aktivitesindeki bu artig Shivarojoshankara ve
ark. (80) bulduklan rat eritrosit GSH-Px aktivitesindeki artigla paralellik
g6stermektedir. Ayni sekilde Yu ve ark. da (102) kronik florozis olugturuimus
rat eritrositlerinde,  Shivarajashankara ve ark. (79) kronik florozisli
cocuklarda eritrosit GSH-Px aktivitesinde artig tespit etmiglerdir. Eritrositlerde
GSH-Px oksidan strese kargl en etkili antioksidandir. GSH-Px, solunum
patlamasi sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik
hiicrelerin zarar gormesini engeller (3). Florozisde solunum patlamasi
meydana gelmekte, bu nedenle H,O radikali artmaktadir (75). GSH-PxX’ deki
bu artis, florozisde artan H,QO,' in azaltilmaya galismasina bagl olabilir.

Bunun yaninda Akdogan ve ark.’nin (2) florozisli tavganlarda yapmig oldugu
caligmada 10 'ppm duzeyinde flor verilen tavsanlarin karacier dokusunda
GSH-Px aktivitesinde artma, 40 ppm dlzeyinde flor verilen tavsaniarin
karaciger dokusunda GSH-Px aktivitesinde ise azalma kaydediimigtir.

Buna karsin Liu ve ark. (49) florozisli ratlarda yapmig olduklan galigmada
karacier ve bo6brek dokularinda GSH-Px aktivitesinde azalma tespit
etmiglerdir. Benzer sekilde Zhi-Zhang ve ark. (105) florozisli ratlarda kan
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GSH-Px aktivitesinde disis oldugunu rapor etmigierdir. Bo ve ark. da (8)
florozisli sigirlarda yapmis oiduklan ¢aligmada kanda GSH-Px degerinde

azalma kaydetmiglerdir.

Kontrol grubu koyunlarin eritrosit CAT aktivitesi ortalama 24,26+0,86 k/gHb,
deneme grubu koyunlarinda 29,31+0,72 k/gHb olarak bulunmusgtur. Akdogan
ve ark.’nin (2) tavsanlarda yapmis olduklari ¢calismada 10 ppm dlzeyinde flor
verilen grupta karacier CAT aktivitesinde bu galismaya benzer sekilde artis
tespit edilirken, 40 ppm diizeyinde flor verilen grupta CAT aktivitesinde

azalma rapor edilmigtir.

Bo ve ark. (8) sidir kaninda, Vani ve ark. (94) ise fare beyin ve
gastroknemius kasinda CAT aktivitesinde azalma bildirmiglerdir.

CAT'in goérevi HO2' i suya ve oksijene parcalamaktir (51). Artan flor
konsantrasyonunda H;O2 yogunlugu da artmaktadir (75). H202
konsantrasyonundaki bu artiga bagh olarak CAT'In HO. yogdunlugunu
azaltmaya caligmas! nedeni ile CAT aktivitesinde artis meydana gelmis

olabilir.

Florun HyO2, -O;, OH- radikallerini artirmasi sebebi ile H>Oy'in eritrosit SOD
aktivitesini inhibe ettigi, artan H>O,'i ortamdan uzaklagtirmak amaciyla GSH-
Px ve CAT aktivitelerinin artmig olabilecedi sonucuna variidi.



5. OZET

Bu calismada deneysel kronik florozis olugturulmus Tuj irki koyunlarda
eritrosit sliperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve giutatyon peroksidaz
(GSH-Px) aktivitelerinin arastiriimasi amaglanmistir,

Aragtirmanin  hayvan materyalini ortalama 1 yasinda ve canh agirhg
ortalama 31+2 kg olan 20 adet saglikli Tuj irki koyun olusturdu. Deneme
grubundaki koyunlarin icme suyuna 4 ppm NaF ilave edildi. Calisma
siiresince kuru ot ve icme suyu ad libitum olarak verildi. Kronik florozis
olusum sirecinin saptanmasi amaciyla gunlik olarak idrar flor
konsantrasyonu ve idrar pH'si dlciildii. 38 haftalik ¢alisma sonucunda idfé'r/
flor konsantrasyonu ortalama 16 ppm diizeyine ulastiktan sonra uygulama

sonlandinidi.

Kontrol grubu koyunlarin eritrosit SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri sirastyla
3234.5£27.9 U/gHb, 24.2610.86 k/Hb, 83.1+2.8 U/gHb; deneme grubu
koyunlarin ise sirasiyla 1365.9+27.7 U/gHb, 29.31x0.72 k/Hb, 118.2£10.4
U/gHb olarak bulunmustur. Kontrol grubu ile kar§|la§t|n|d|§|nda deneme
grubu SOD aktivitesinde azalma (p<0,001), CAT ve GSH-Px aktivitélerinde
artig (p<0,001) saptanmistir.

Florun hidroksil (-OH), stiperoksit (-O27), hidrojen peroksit (H20.) radikallerini
artirmasi sebebi ile H2Oz'in  eritrosit SOD aktivitesini inhibe edebilecedi ,
artan H20.'i ortamdan uzaklagtirmak amaciyla GSH-Px ve CAT aktivitelerini

artirmis olabilecedi sonucuna varildi.
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6. SUMMARY

Aim of this study was to investigate the slperoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT) and glutathione peroksidase (GSH-Px) activities of
erythrocytes of Tuj sheep that were placed under chronical experimental

fluorosis.

For that purpose, one-year-old 20 healthy Tuj sheep, with a mean body
weight of 31+2 kg, were used. Experimental sheep received 4 ppm NaF in
daily prepared drinking water. Water and hay were provided ad libitum
throughout the study period. For the observation of progress of chronic
fluorosis, daily measurements were carried out in urine samples for the
determination of level of fluor and pH. Addition of NaF into the drinking water
was terminated when urine fluorine concentration reached up to mean 16

ppm after a study period of 40 weeks.

For the control group, SOD, CAT and GSH-Px activities of erythrocytes were
3234.5+27.9 U/gHb, 24.2610.86 k/Hb, 83.1x2.8 U/gHb and for the
experimental group they were 1365.9+27.7 U/gHb, 29.31+£0.72 k/Hb and
118.2 + 10.4 U/gHb, respectively. Mean SOD activites in the experimental
group, comparing with those of control group, werw found to be lower
(p<0,001); however, mean CAT and GSH-Px activites werw significantly
higher (p<0,001).

In conclusion, as it is known that fluor increases hydrokxyl (-OH), stperoxide
(-0O2), hydrogen peroxide (H,O,) radicals in the cells, all of these radicals,
especially HyO,, might inhibit SOD activity of erythrocytes. Additionally,
increased GSH-Px and CAT activites might be due to an attempt to

scavange increased H0..
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