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Ozet: Bu calismayla kronik flor toksikasyonuna karsi vitamin C’nin tedavi edici bir etkiye sahip olup olmadig

histopatolojik ve elektroforetik yontemlerle belirlenmeye ¢alisildi. 6 ay siire ile 1. ve II. gruptaki farelere normal

cesme suyu [0.3 ppm flor (F')], Il ve IV. gruptaki farelere ise 30 ppm F  iceren su igirildi. 6 aylik siire sonunda
IL. ve IV. gruptaki hayvanlara 15 giin siireyle 100 mg/kg dozunda C vitamini (Askorbik asit seklinde) enjekte edildi.
Caligma bitiminde analizler i¢in kan ve karaciger doku 6rnekleri alindi. Histopatolojik ve elektroforetik bulgulara
gore, kronik flor toksikasyonunun karaciger dokusunda dejenerasyonlara sebep oldugu ve serum protein
ekspresyonlarinda artis ve azalmalara sebep oldugu, vitamin C uygulamasinin bu dejenerasyonlari iyilestirici bir etki
gostermedigi sonucuna varildi. Ayrica sadece vitamin C uygulamasmin da karaciger dokusunda dejeneratif etki

gosterdigi, serum protein ckspresyonlarinda da florozisle birlikte benzer etki gosterdigi tespit edildi.
Anahtar Kelimeler: Fare, florozis, vitamin C, SDS-PAGE, karaciger dejenerasyonu.

Investigation of the Curative Effects of Vitamin C Against Chronic Fluorosis by Histopathological and

Electrophoretic Methods in Mice (Mus musculus)

Abstract: By this study chronic toxicity of fluorine’s therapeutic effect against vitamin C histopathological and

electrophoretic methods were examined to determine whether it has. I. and II. mice groups have starved with,

normal tap water (0.3 ppm F, III. and IV. groups have starved with water that containing 30 ppm F-group for 6
months. At the end of the 6 month period II. and IV. groups were injected, 100 mg / kg dose of vitamin C (ascorbic
acid form) for 15 days. At the end of the work blood and liver tissue samples were taken for analysis. According to
the findings with histopathological and electrophoretic chronic fluoride intoxication caused by degeneration of the
liver tissue and serum protein expressions and reductions caused by increased vitamin C was concluded that
the application of this degeneration show a therapeutic effect. Also only the application of vitamin C in the liver

tissue showed degenerative effect of serum protein expressions were detected in the same effect with fluorosis.
Keywords: Mouse, fluorosis, vitamin C, SDS-PAGE, liver degeneration.
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Giris

Flor elektronegatifligi yiiksek ve kimyasal
acidan ¢ok etkin bir element oldugundan
canli dokularda mutlaka floriirler seklinde
bulunur. Fizyolojik islemlerde gerekli olan
bu madde viicutta en fazla kemik ve dislerde
yer almaktadir (Piskin, 1994) ve disaridan
Onemli

alinmas1  gereken

elementlerden birisidir (Oto, 2002). Petrol

inorganik

iirtinleri, termik  santralleri, uranyum
zenginlestirici tesisler, boya sanayi, teflon

yaptmi gibi endiistriyel alanlarda flor
kaynaklar1 onemli bir yer tutarlar. Flor canl
viicuduna i¢me suyu, ilaglar ve yiyecek
maddeleri ile alinmaktadir. Flor atmosferde
hidrojen florlir olarak bulunur. Hidrojen
floriir de akcigerlerden ¢ok hizli emilime
ugrar. Deniz sularindan elde edilen
irlinlerden en fazla flor alinimi saglanir
(Kigiikirmak, 2007). Fakat florun fazla
olarak
flor

zehirlenmeleri sekillenmektedir (Oto, 2002).

miktarlarda  alinmasina  bagh

florozis olarak adlandirilan
Dogadaki flor organizmaya sindirim ve
solunum sistemi ile alinmaktadir
(Cerklewski,  1997).  Flor

canlilarda gastrointestinal sistemden hizli ve

bilesikleri,

etkili bir sekilde emildikten sonra, kan
yoluyla proteinlere baglanmadan viicuda

dagilmaktadir (Varol ve Varol, 2010).

Gidalar ile alinmasi zorunlu olan C

vitamininin yeterli oranda alinamamasi

sonucu dis eti ¢ekilmesi diye de adlandirilan

ve tedavi edilmedigi durumda Oliimeiil
olabilen iskorbiit hastaligi meydana gelir

(Irvin et al.1976).

Bitkiler ve birgcok hayvan glukozdan
askorbik asit sentezleyebilirler fakat, insanlar
ve primatlar  L-gulonolakton  oksidaz
enzimine sahip olmadiklarindan askorbik asit
sentezleyemezler (Nishikimi et al. 1994).
Askorbik asit, giiclii indirgeyici 6zelliginden
dolayr kuvvetli bir antioksidandir. Lipit

peroksidasyonunu  baglatan  radikallerin

etkilerini yok etmek suretiyle,

Askorbik asit

lipitleri
oksidasyona kars1 korur.
antioksidan etkisinin yaninda oksidan etki
de gosterir. Antioksidan etkileri yaninda
organizmada fenton reaksiyonunda ferri
demiri ferro demire indirgeyerek hidrojen
peroksitle etkilesmeye uygun olan siiperoksit
radikalinin Uretimine neden olur. Bundan
dolayr serbest radikal reaksiyonlarmin
onemli bir katalisti veya bir prooksidan
olarak degerlendirilir. Ancak bu tip etkisinin
sadece diisiik konsantrasyonlarda goriildiigii,
yiiksek  konsantrasyonlarda  gii¢lii ~ bir
antioksidan olarak etki ettigi kaydedilmistir

(Uziimliioglu Coskun, 2008).

Bu c¢alismada, kronik flor toksikasyonu

olusturulan farelerde C vitamini

uygulamasinin tyilestirici etkileri
histopatolojik ve elektroforetik yontemlerle

belirlenmeye c¢aligildi.



Materyal ve Metot

1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Bu arastirma Kafkas Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun (2010-37)
onayir ile yapildi. Aragtirmada 30-35 gr
agirhginda ve 55-60 giinliik yaslarda Mus
musculus cinsi fareler kullanildi. Fareler her
grupta 10’ar tane hayvan olacak sekilde 4

gruba ayrildi ve I. gruptaki fareler normal
cesme suyu (0.3 ppm F), II. ve IIL. gruptaki

farelere 6 ay siire ile 30 ppm F~ igeren
su icirildi, IV. gruptaki farelere de deney
siiresince normal c¢esme suyu igirildi. 6
aylik stire sonunda III. ve IV. gruptaki
hayvanlara 15 giin siireyle 100 mg/kg
dozunda C vitamini (Askorbik asit seklinde)
enjekte edildi. Deney siiresi sonunda
hayvanlardan eter anestezisi altinda kan ve

karaciger doku ornekleri alindi.
2. Florozisin Olusturulmasi

Flor toksikasyonu

sodyum floriir (Merck 106449) kullanildi.

olusturabilmek igin

1 1t suya 444 g NaF (2 gr F)

¢ozlndiriilerek 2000 ppm F~ igiren stok
soliisyonu hazirlandi ve ¢alismada kullanilan
30 ppm’lik florlu igme sular1 bu stok
soliisyonlarin seyreltilmeleri ile hazirlandi.

Stok soliisyon haftada bir yenilendi.

ERSAN, TIRASOGLU, KOC 25
Kontrol grubunun i¢cme suyu ise iceriginde

0.3 ppm F~ bulunan ¢esme suyu kullanildi.

Cesme ve hazirlanan florlu igme sularindaki

F~ konsantrasyonu Thermo Elemental —

Orion Marka Flormetre ile dogrulanda.
3. Histopatoloji

Caligsma siiresi sonunda hayvanlardan alinan
doku Ornekleri % 10’luk formaldehit
solisyonunda tespit edildi. Rutin histolojik
hazirlanarak

metotlarla preparatlar

hematoksilen-cozin ~ boyama  metoduyla
boyanip 151k mikroskobunda degerlendirildi

(Olympus BX51, JAPAN).

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

Calisma siiresi sonunda farelerden alinan
kan numuneleri, +4°C ve 3000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilerek serumlar1 ¢ikarildi
kadar -20°C'de

ve calisma siiresine

bekletildi. Numunelerin protein
konsantrasyonlar: biiiret yontemi ile dl¢iildii
(Weber et al. 1972). SDS- PAGE

Laemmli, 1970

islemi
ve O’Farrell et al. 1975

metotlarima  gdére  yapildi. Elektroforez
uygulamasinda protein standardi olarak, sigir
albumini (66 kD), yumurta albumini (45
kD), karbonik anhidraz (29 kD) ve

tripsinojen (18 kD) kullanildi.
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Bulgular

1. Histopatolojik Bulgular uygulanan, florozisli ve florozisle birlikte

vitamin C uygulanan gruplarda vakuolar ve

Mikroskobik inceleme sonucunda kontrol hidropik dejenerasyonlarla birlikte nekroz

grubu  hayvanlarin  karaciger dokusunun olusumu gibi ¢esitli dejenerasyonlar tespit

normal goriiniimde oldugu, ancak vitamin C edildi (Sekil 1A, B, C, D).

Sekil 1B: Vitamin C uygulanan gruptaki hayvanlara ait karaciger dokusu. Fokal nekroz alanlar1 (N), hidropik
dejenerasyon (oklar), vakuolar dejenerasyon (ok baslar1) ve Vena centralis (Vc). H-E, bar = 20 pm.
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Sekil 1C: Kronik flor toksikasyonu olusturulan gruptaki hayvanlara ait karaciger dokusu. Fokal nekroz
alanlart (N), hidropik dejenerasyon (oklar), vakuolar dejenerasyon (ok baslar1), hiperemi (yildiz) ve Vena

centralis (Ve). H-E, bar = 20 um.

Sekil 1D: Kronik flor toksikasyonu olusturulan ve vitamin C uygulanan gruptaki hayvanlara ait karaciger
dokusu. Fokal nekroz alanlar1 (N), hidropik dejenerasyon (oklar), vakuolar dejenerasyon (ok baglari), hiperemi

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

1. Elektroforetik Bulgular kontrol grubun gore artig, 29 kD’luk protein

ckspresyonunda ise azalma meydana geldigi
SDS-PAGE’den elde edilen

elektroferograma gore, florozis olusturulan

saptand1. Ayrica, florozis ile birlikte vitamin
C uygulanan gruplarda ise 46 kD, 39 kD,

ve vitamin C uygulanan gruplardaki .
34 kD ve 29 kD’luk protein bantlarinda

hayvanlarin 124 kilodalton (kD), 46 kD, 39 . . . .
incelmeler meydana geldigi tespit edildi

kD ve 34 kD’luk protein ekspresyonlarinda .
(Sekil 2A).



28  Farede (Mus musculus) Kronik Flor Toksikasyonuna Karsi...

a b c

124 kD

46 kD

34 kD

20kD

d e f

66 kD

45 kD

29kD
18 kD

Sekil 2A: Kronik flor toksikasyonu olusturulan farelerin SDS-PAGE yontemiyle elde edilen serum

proteinlerinin elektroforegrami. a-f: standart proteinler, b: kontrol grubu, c: vitamin C grubu, d: florozis

grubu, ¢: florozis + vitamin C grubu.
Tartisma ve Sonug¢

Florozis’li canlilarin gevsek dokularinda

+29

flor’un tahris edici, Ca™“’u baglayici, bir¢ok

enzim sistemlerini engelleyici etkilerine
bagli olarak sekillenen Ca*? diizeylerindeki
azalmalar, hiicrelerdeki oksijen kullanimini
azaltmakta ve bunun sonucunda ¢esitli
bozulmalar olusabilmektedir (Chauhan et
al. 2011).

dokularda

Kronik florozis’te, gevsek

ortaya ¢ikan bozukluklarla
beraber kemik, bobrek, tiroid bezi, hipofiz,
hipotalamus, testis ve dislerde bozukluklar
goriilebilmektedir (Boillat et al. 1981).
Dogal olaylar sonucu olarak sekillenen
kronik florozis olgularina diinyada ve
Tiirkiye’nin  bircok bdlgesinde endemik
(WHO  1984).

olarak  rastlanmaktadir

Yurdumuzun natiirel florozis gozlenen
yerlerinden birisi de Van ilimizdir. Volkanik
arazi yapisina sahip Muradiye ve Caldiran
yorelerinde insan ve hayvanlarin
metabolizmalarinda dogal florozis goraldagi
bilinmektedir (Fidanci et al. 1988; McDowel
et al. 1983). Akut florozis tanilarina ¢ok az
rastlanirken, kronik florozis bir saglk
sorunu olmasi yaninda hayvansal riinlerde
olusturdugu kayiplar sebebiyle de ekonomik
bir sikintt olusturmaktadir (Maylin et al.
1987, McDowel et al. 1983).

sekilde Xiong et al. 2007, ¢ocuklarda i¢me

Benzer

suyu ile alinan 2.0 mg/L diizeyinde froridin
karaciger ve bobrek dokularinda hasara
neden olabilecegini belirtmislerdir. Yu et
al. 1990, vyiksek dozda kronik flor

maruziyeti durumunda hepatositlerde fokal



nekrozlar ve bag dokularda hiperplazi

goriildiigiinii  belirtmistir. Yiiksek dozdaki

florun canlilardaki hedef organi
karacigerdir.  Bircok arastiric1 tarafindan
yiiksek dozda florun metabolizmada

anormallesmelere ve histopatolojik bir takim

degisikliklere  neden  oldugunu ifade

etmiglerdir (Grucka-Mamczar et al. 1997,
Kapoor et al. 1993). Hayvan deneyleri

yiikksek dozlarda ve uzun siire uygulanan

floridin mitokondrilerde sismeye,
endoplazmik  retikulum  sisternalarinda
genislemelere  ve  karacigerde = RNA

graniillerinde azalmalara neden oldugunu
gostermektedir (Zhan et al. 1988). Yine bazi
arastiricilar  flor toksikasyonunun sadece

karacigerde degil aym1 zamanda beyin,
tiroit, bobrek, kemik, dis ve hatta kan
dokuda dahi metabolik, fonksiyonel ve
histopatolojik birtakim bozulmalara neden
olabilmektedir (Guan 1989; Liu 1989).
Akdogan et al. 2002, florozis olusturulmus
tavsanlarin bobrek dokusunda yapisal ve
biyokimyasal degisiklikleri arastirmis ve
icme sularindaki flor arttikga doku MDA
aktivitesinde onemli bir artis oldugunu,
bobrek antioksidan

enzimlerden SOD, GDH-Px, GSH-Rd, CAT

dokusundaki

aktivite diizeylerinin doza bagimli olarak
degiskenlik gosterdigini ve bu enzim
aktivitelerinde kontrole gore; 10 ppm’lik
grupta anlamlhi bir yiikselme, 40 ppm’lik

grupta ise anlamli bir diisiis bulundugunu
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belirtmiglerdir. Ersan et al. 2010, 3 ay

sureyle farkli dozlarda kronik  flor
toksikasyonu olusturulan farelerin karaciger
dokularinda, doz artisiyla paralellik gdsteren
derecelerde farkli dejenerasyonlar meydana
geldigini belirtmislerdir. Mevcut ¢alismada
da kronik flor toksikasyonu sonucunda
karaciger dokusunda dejenerasyonlar
meydana geldigi tespit edildi. Vitamin C,
koyucu oOzellik gostermesinin  yaninda
peroksidasyon tepkimelerine karsida diger
antioksidanlarin da etkinlik kazanmasini
saglamaktadir (Halliwell et al. 1986). Bir
arastirmada, kronik florozis olusturulmus
maymunlarda kapiller endotelde
bozulmalara neden olmakla birlikte kemik
zarmin etrafinda birikmeler gosterdigini dile
getirmiglerdir. C vitaminin eksikliginde ise
bu bulgularin daha kuvvetli oldugunu

saptamiglardir  (Pandit et al. 1940).
Wadhwani 1955, yine maymunlarda yaptigi

calismada C vitamini uygulamasinin kronik

florozisi hafiflettigi bunun yaninda C
vitamini eksikliginin ise florozisi
agirlastirdigint bildirmistir. Bazi

arastirmacilar ise, vitamin C’nin antioksidan
ozelliklerinin yani sira prooksidan oOzellik
gosterdigini ve normal fizyolojik kosullarda
bile vitamin C’nin reaktif oksijen tirlerinin
artisina bagl olarak DNA hasarma neden
oldugunu belirtmislerdir (Paolini et al. 1999;
Podmore et al. 1998). Bu calismada da

vitamin C uygulamasinin florozis sonucu



30  Farede (Mus musculus) Kronik Flor Toksikasyonuna Karsu...

olusan hasara kars1i 1iyilestirici  etki
gostermedigi, yalniz vitamin C uygulanan
grupta da dejenerasyonlar meydana geldigi
tespit edildi. Serum protein elektroforezi ile
ilgili arastirmalarda ise deneysel olarak
yapilan bir arastirmaya rastlanmadi. Ancak
Altintag et al. 2000, yaptiklar1 bir
aragtirmada, koyunlarin serum proteinlerini
SDS- PAGE yontemi ile incelenmis ve elde
ettikleri protein bandlarin1 dansitometrede
degerlendirmis ve sonu¢ olarak Eskisehir
bolgesindeki florozisli koyunlarda 66 kD
31 kD olanda

Van

ve 55 kD paternlerde artis,
ise diislis oldugunu belirtmislerdir.
bolgesindeki florozisli hayvanlarda ise 31
kDa molekiil agirlikli paternin  Eskigehir
yoresine oranla yliksek %'ye sahip oldugu
Sonu¢ olarak, florozisin

belirlemislerdir.

koyunlarda bobrek fonksiyonlarmi degisik

diizeylerde etkileyebilecegi, idrardaki
yilksek flor konsantrasyonu nedeniyle
bobregin  glomerular  filtrasyon  hizint
artirarak buna yanit verecegi, idrar flor

diizeylerine gore bazi serum protein

Tesekkiir

paternlerinde onemli degisiklikler
gozlenebilecegi ve hastaligin izlenmesinde
ve prognozunda bu  degisikliklerden
ifade

yararlanilabilecegini etmiglerdir.

Mevcut c¢alismada da kronik florozis

olusturulan ve vitamin C uygulanan
gruplardaki hayvanlarin 124 kilodalton (kD),
46 kD, 39 kD ve 34 kD’luk protein
ckspresyonlarinda kontrol grubun gore artis,
29 kD’luk protein ekspresyonunda ise
azalma meydana geldigi saptandi. Ayrica,
florozis ile birlikte vitamin C uygulanan
gruplarda ise 46 kD, 39 kD, 34 kD ve 29
kD’luk  protein

bantlarinda  incelmeler

meydana geldigi tespit edildi.

Sonu¢ olarak; kronik flor toksikasyonuna
kars1 vitamin C uygulamasinin iyilestirici bir
etki gostermedigi, aksine uygulanan doz ve
sirede vitamin C’nin de toksik etki
gosterebilecegi kanisina varildi. Vitamin C
ve florozisle ilgili elde edilen bu verilerin
kesin sebeplerinin belirlenmesi i¢in daha
kapsamli ¢alismalar

yapilmast gerektigi

diistinilmektedir.

Bu calisma Kafkas Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafindan

desteklenmistir. (Proje no: 2011-FEF-01).
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